Caractérisation moléculaire d'un mutant d'arabidopsis thaliana résistant à la thaxtomine A by Pagé-Veillette, Hélène
CARACTÉRISATION MOLÉCULAIRE D'UN MUTANT D'ARABIDOPSIS THALIANA 
RÉSISTANT À LA THAXTOMINE A 
Par 
Hélène Pagé-Veillette 
Mémoire présenté au Département de biologie en vue 
de l'obtention du grade de maître ès sciences (M.Se.) 
FACULTÉ DES SCIENCES 
UNIVERSITÉ DE SHERBROOKE 
Sherbrooke, Québec, Canada, mai 2012 







Patrimoine de l'édition 
395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada 
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Your file Votre référence 
ISBN: 978-0-494-88824-7 
Our file Notre référence 
ISBN: 978-0-494-88824-7 
NOTICE: 
The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
télécommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 
AVIS: 
L'auteur a accordé une licence non exclusive 
permettant à la Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ou par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, électronique et/ou 
autres formats. 
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission. 
L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protégé cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 
Conformément à la loi canadienne sur la 
protection de la vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant. 
Canada 
Le 6 juin 2012 
le jury a accepté le mémoire de Madame Hélène Pagé-Veillette 
dans sa version finale. 
Membres du jury 
Professeure Nathalie Beaudoin 
Directrice de recherche 
Département de biologie 
Professeure Carole Beaulieu 
Codirectrice de recherche 
Département de biologie 
Professeur Ryszard Brzezinski 
Membre 
Département de biologie 
Professeur Kamal Bouarab 
Président rapporteur 
Département de biologie 
SOMMAIRE 
La thaxtomine A (TA) est la principale toxine produite par l'agent pathogène causant la gale 
commune Streptomyces scabies. La TA est nécessaire et suffisante à l'induction des 
symptômes de la maladie. La TA a un rôle d'inhibiteur de la synthèse de la cellulose et cause 
une inhibition importante de la croissance racinaire chez Arabidopsis thaliana. Ce projet avait 
pour objectif de caractériser un mutant d'Arabidopsis plus résistant à la TA, 9F32, dans le but 
de mieux comprendre le mécanisme d'action de la TA. 9F32 a démontré une résistance trois 
fois plus importante à la TA que Col 0, autant au niveau du phénotype global qu'au niveau de 
la croissance racinaire. Le taux d'entrée de la TA mesuré chez 9F32 est significativement 
inférieur à celui du type sauvage et comparable à celui d'un mutant présumé du transport de la 
toxine, txrl. Une analyse de micro-puces à ADN a montré la variation d'expression de 195 
gènes chez 9F32, 174 gènes ont une expression augmentée et 21 sont réprimés (FC > 2). Cette 
analyse a montré que le mutant présente une expression augmentée des réponses de stress, et 
plus particulièrement de la voie de réponse de défense de l'acide salicylique. 9F32 présente un 
phénotype et une expression transcriptionnelle partageant les caractéristiques d'une privation 
de phosphore, soit une petite taille et une production accrue d'anthocyanines. Finalement, 
l'infection du mutant 9F32 avec la bactérie S. scabies a montré une diminution des symptômes 
par rapport au type sauvage Col 0. Ces résultats suggèrent que la résistance à la TA procure un 
avantage important lors de l'infection. 9F32 est donc un outil adéquat pour l'étude du 
mécanisme de la TA et ses phénotypes laissent présager un nouveau mécanisme de résistance 
à la toxine. 
Mots clés : Thaxtomine A, Streptomyces scabies, gale commune, inhibiteur de synthèse de 
cellulose, phytotoxine, réponse de défense. 
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INTRODUCTION 
A. CULTURE DE LA POMME DE TERRE 
La pomme de terre est un tubercule comestible produit par l'espèce Solanum tuberosum, 
appartenant à la famille des solanacées. Son origine remonte à il y a plus de 8000 ans dans la 
cordillère des Andes. Elle a été exportée en Europe vers la fin du XVlème siècle par les 
conquistadors espagnols. Ce tubercule comestible est désormais cultivé dans plus de 150 pays 
sous presque toutes les latitudes habitées. La pomme de terre est la quatrième culture vivrière 
dans le monde, après le maïs, le blé et le riz (FAO, Août 2011). Son importance a d'ailleurs 
été soulignée par l'Organisation des Nations Unies en nommant l'année 2008 : Année 
internationale de la pomme de terre. 
Légume de mauvaise réputation, la pomme de terre est pourtant un aliment sain et nutritif. En 
effet, elle est une source importante de glucides, mais aussi de protéines, de fibres et d'au 
moins 12 vitamines et minéraux essentiels (Regan et al., 2006). La culture de la pomme de 
terre est facile et produit plus de matière sèche par aire de culture que les céréales et que toute 
autre plante cultivée, à l'exception de la canne à sucre (FAO, Août 2011). Le tubercule de la 
pomme de terre fait partie intégrante de l'alimentation des canadiens, et sa culture est 
effectuées dans toutes les provinces du Canada. Le Canada est d'ailleurs le 12eme pays 
producteur mondial de pommes de terre. En 2006, la production totale de ce légume a dépassé 
les 5 millions de tonnes métriques, pour une valeur de plus de 911 millions de dollars 
canadiens, soit 35% des recettes de cultures de légumes (FAO, Août 2011). 
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Malheureusement, la culture de la pomme de terre est sujette à de nombreux agresseurs, tant 
biotiques qu'abiotiques. Le traitement de ces cultures en pesticides est si onéreux qu'il classe 
la culture de pomme de terre parmi les plus chères (Knapp, 2008). La cinquième maladie 
affectant la culture de pomme de terre dans le monde, et la plus fréquemment rencontrée en 
Amérique du Nord est la gale commune de la pomme de terre. 
B. GALE COMMUNE DE LA POMME DE TERRE 
La gale commune est une maladie affectant sévèrement la culture mondiale de la pomme de 
terre. Cette maladie touche principalement les tubercules de pommes de terre, mais peut 
également affecter plusieurs « légumes racines » tels que le radis, la betterave, la carotte, le 
navet et le panais (Goyer et Beaulieu, 1997). 
B.l Symptômes 
L'infection de la gale commune se traduit par l'apparition de taches nécrotiques et liégeuses 
plus ou moins profondes sur les tubercules des pommes de terre infectées. La bactérie 
Streptomyces scabies pénètre dans le tubercule en croissance par les lenticelles ou par les 
blessures et cause des petites taches brunes superficielles et localisées (Tegg et al., 2008). 
Puis, avec le temps, les zones nécrosées s'élargissent et deviennent plus profondes jusqu'à 
atteindre trois à sept millimètres de profondeur à l'intérieur du tubercule (Agrios, 2005; 
Babcock et al., 1993). Les parties sous-terraines de la plante qui sont en croissance active sont 
plus sensibles à la maladie. En contrepartie, aucun symptôme de la maladie n'est généralement 
visible chez les parties aériennes de la plante (Agrios, 2005). 
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B.2 Incidence 
Bien que la valeur nutritive des tubercules infectés reste inchangée, les tubercules dont les 
zones nécrotiques totalisent plus de 10% de leur surface extérieure ne sont plus admissibles 
pour la vente (Babcock et al., 1993; Hill et Lazarovits, 2005). Cette règle s'applique pour la 
vente au détail mais également pour l'industrie de transformation. Au Canada, plus de 82% 
des producteurs ont reporté des cas de gale commune dans leurs champs (Hill et Lazarovits, 
2005). Cette distribution reportée de la gale commune cause annuellement des pertes de près 
de 15 % de la production de la province de Québec, Canada; soit environ 15 à 18 millions de 
dollars canadiens (Hill et Lazarovits, 2005). Ceci fait de la gale commune une maladie 
préoccupante pour la culture de la pomme de terre au Canada. 
C. STREPTOMYCES SCABIES - AGENT CAUSAL DE LA GALE COMMUNE 
C.l Description du microorganisme - Le genre Streptomyces 
Le genre Streptomyces désigne des bactéries filamenteuses à Gram positif et généralement non 
pathogènes appartenant à l'ordre des Actinomycètes. Ces bactéries ubiquitaires du sol sont 
principalement retrouvées dans les couches superficielles du sol où leur développement et leur 
dispersion sont facilités par leur croissance en mycélium et leur capacité à se reproduire sous 
forme de spores. Les spores cylindriques de ces bactéries sont formées sur des hyphes aériens 
spécialisés donnant un aspect poudreux aux colonies (Agrios, 2005). Les hyphes des 
Streptomyces mesurent environ 0,5 à 2,0 micromètres de diamètre, et produisent un mycélium 
peu segmenté distinguable de celui des champignons par ses nombreuses ramifications (Loria 
et al., 2003). 
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Les Streptomyces sont des bactéries hétérotrophes qui assurent leur croissance à partir de la 
dégradation des matières organiques du sol grâce à de nombreuses enzymes hydrolytiques 
extracellulaires. Ce sont également de grands producteurs d'enzymes, d'antibiotiques et de 
toxines, ce qui leur donne un intérêt important en recherche puisqu'elles sont à l'origine de la 
production de très nombreuses molécules bioactives (Ensign, 1978). C'est d'ailleurs cette 
production de métabolites caractéristique qui permet aux Streptomyces phytopathogènes 
d'infecter les tubercules des plantes. Il a été démontré que, bien que la flore bactérienne à la 
surface des racines soit abondante, seule une infime fraction de ces bactéries avait la capacité 
de percer les défenses de la plante pour l'envahir (Loria et al., 2003). Dans le cas des 
Streptomyces phytopathogènes, la capacité des bactéries à pénétrer des cellules intactes de 
plantes, que se soit en pénétrant par les lenticelles de tubercules ou en perçant directement la 
paroi cellulaire de tissus immatures, est attribuée à leur habileté à produire des toxines et des 
enzymes de dégradation qui compromettent l'intégrité de la paroi végétale de l'hôte et ainsi 
permettent l'infection (Loria et al., 2003). 
Il y a plus de 400 espèces de Streptomyces, mais seulement une petite fraction d'entre elles 
sont connues pour leur pouvoir phytopathogène telles que : S. scabies, S. turgidiscabies et S. 
acidiscobies (Healy et al., 2000; Wanner, 2007). Cette situation tend pourtant à changer 
puisque de récentes études ont mis en lumière la présence d'îlots de virulence qui seraient 
transférés horizontalement des souches causant la gale commune de la pomme de terre à des 
populations saprophytes de Streptomyces du sol, les rendant capables d'induire la gale (Kers et 
al., 2005). C'est de cette manière que près d'une dizaine d'espèces différentes de 
Streptomyces ayant un pouvoir phytopathogène sur différentes plantes hôtes sont maintenant 
retrouvées en divers endroits en Amérique, en Europe, en Asie et en Afrique (King et 
Calhoun, 2009; Wanner, 2007). Parmi elles on peut recenser S. europaeiscabiei trouvée en 
Europe, en Corée, aux États-Unis et au Canada, S. stelliscabiei isolée en France, aux États-
Unis et au Canada, ainsi que S. luridiscabiei, S. puniciscahiei et S. niveiscabiei présentes en 
Corée (Bignell et al., 2010). Encore aujourd'hui, malgré l'augmentation des espèces capables 
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de causer la gale commune de la pomme de terre, S. scabies demeure l'espèce la plus 
importante et la plus répandue géographiquement en Amérique (King et Calhoun, 2009). 
C.2 Streptomyces scabies 
L'implication de S. scabies en tant que principal agent causal de la gale commune de la 
pomme de terre à rapidement été mise en évidence après son isolement, tout comme sa 
capacité d'induire les symptômes de la maladie chez une grande variété d'espèces végétales 
différentes, qu'elles soient monocotylédones ou dicotylédones (Lawrence et al., 1990; Leiner 
et al., 1996). 
Streptomyces scabies (S. scabies syn S. scabiei) a été découvert dans les années 1890, par un 
phytopathologiste américain, Roland Thaxter, qu'il l'a nommé Oospora scabies (Thaxter, 
1891). Cette bactérie a ensuite été connue sous l'appellation de Streptomyces scabies suite à la 
parution de l'édition de 1948 du Bergey's Manual of Determinative Bacteriology de Waksman 
et Henrici (Lambert et Loria, 1989). Une modification des épithètes taxonomiques a entraîné 
le changement du nom de l'espèce en S. scabiei en 1997 (Truper et De Clari, 1997). Cette 
nouvelle appellation ne fait toutefois pas l'unanimité en dehors des cercles de microbiologie 
systématique (Lambert et al., 2007). L'ancienne appellation, « S. scabies» sera utilisée dans le 
présent document. 
C'est la coloration particulière de S. scabies qui a permis sa distinction des autres 
Streptomyces au moment de son isolement. S. scabies se distingue par la production d'un 
métabolite jaune dans le milieu de culture, la thaxtomine A (Schottel et al., 1992), et d'un 
pigment gris foncé, la mélanine, donnant une coloration grise caractéristique au mycélium 
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végétatif et aux chaînes de spores spiralées (Baldacci et Spalla, 1956). Bien que cette 
coloration de mélanine n'ait pas de rôle connu dans la pathogénèse, il a été montré que des 
mutants affectés dans la production de ce pigment sont également affectés dans leur 
production de TA et que leur pouvoir pathogène en est d'autant diminué (Beauséjour et 
Beaulieu, 2004). 
C.3 Génétique du pouvoir pathogène 
La présence d'îlots de pouvoir pathogène est assez répandue chez les bactéries à Gram négatif. 
Par contre, chez les bactéries à Gram positif, comme les Streptomyces, c'est un phénomène 
beaucoup moins fréquent. La découverte d'un îlot de ce type chez S. turgidiscabies, a été une 
première chez les bactéries à Gram positif pathogènes de plantes (Kers et al., 2005). Depuis, la 
présence d'un îlot de pouvoir pathogène a été notée chez les espèces du genre Streptomyces 
causant la gale commune (Wanner, 2006). Chez S. turgidiscabies, la taille de l'îlot est estimée 
entre 325 et 660 kb, mais son intégrité ne serait pas conservée chez toutes les espèces (Lerat et 
al., 2009b). En effet, dans la souche 87.22 de S. scabies, ces gènes reliés à la virulence 
semblent divisés en deux îlots distincts, phénomène que les auteurs attribuent à une répartition 
selon leurs fonctionnalités. La première région, dite région toxigénique, comprend tous les 
gènes impliqués dans la biosynthèse de la TA, tels que txtAB, txtC, nos et txtR (Lerat et al., 
2009b). L'implication exacte de ces gènes sera expliquée dans la section « D.4 Production 
bactérienne de la TA ». La deuxième région, dite région de colonisation, regroupe une quantité 
importante de gènes qui ne sont pas essentiels au pouvoir pathogène, mais qui contribuent 
d'une manière importante à la virulence. Deux exemples de gènes retrouvés dans cette région 
sont necl et tomA (Lerat et al., 2009b). Necl est une protéine capable de causer une nécrose 
sur des tubercules de pomme de terre et TomA est une tomatinase, une glycosyl hydrolase qui 
a un rôle de détoxification des phytoanticipines, des molécules antimicrobiennes produites par 
la plante (Joshi et al., 2007a; Seipke et Loria, 2008). Une autre famille d'enzymes retrouvée 
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hors de l'îlot de colonisation mais reliée au pouvoir pathogène de S. scabies est celle des 
estérases (Beauséjour et al., 1999; Lerat et al., 2009b; Locci, 1994). La découverte d'une 
activité estérase dans un extrait de culture infectée a donné naissance à l'hypothèse que les 
estérases permettraient d'accroître le pouvoir pathogène des bactéries en dégradant les cires 
protectrices du périderme de l'hôte, créant ainsi un point d'entrée pour l'agent pathogène. Ces 
gènes ne sont que quelques unes des armes génétiques inégalement réparties chez les espèces 
causant la gale commune du genre Streptomyces. A l'intérieur même de l'espèce S. scabies, 
une importante variabilité génétique a été mesurée (Goyer et al., 1996). Cette appellation 
« d'espèce » est litigieuse pour certains et certaines évidences tendent à montrer que ce qu'on 
appelle Streptomyces scabies serait en fait un groupe de plusieurs espèces génétiquement 
diversifiées et géographiquement distribuées dont les armes de virulence et le niveau 
d'agressivité seraient variables en réponse à différents cultivars de pomme de terre (St-Onge et 
al., 2008; Wanner, 2006; Wilson et al., 2009). Le choix des moyens de lutte contre la maladie 
à employer et la sélection de cultivars de pommes de terre à utiliser devraient ainsi être 
effectués en fonction des populations de S. scabies présentes. 
C.4 Cycle de la maladie de la gale commune de la pomme de terre 
L'agent pathogène S. scabies est une bactérie que l'on retrouve dans le sol. De là, sa 
propagation s'effectue généralement à l'aide des eaux de ruissellement, du vent ou du 
déplacement de semences contaminées. Une fois à proximité d'une plante hôte, S. scabies 
pénètre dans la plante via les ouvertures naturelles comme les lenticelles, les blessures, et 
parfois même en traversant directement le tissu, comme dans le cas de tubercules immatures 
(Loria et al., 2003; Tegg et al., 2008). Une fois entré, S. scabies croît à travers les couches 
cellulaires de la plante, entraînant la mort de nombreuses cellules (Agrios, 2005). En réponse à 
l'invasion par la bactérie, la plante produit de la subérine, un composé constitué de polyesters 
cireux, d'acides gras et d'acides phénoliques, afin de constituer une couche de protection 
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liégeuse au site d'infection. Ainsi, une croissance rapide de cellules végétales comportant un 
dépôt de subérine dans leurs parois a lieu au site d'infection dans le but d'isoler et de rejeter 
les bactéries à l'extérieur (Agrios, 2005). Plus l'agent pathogène se développe, plus la lésion 
liégeuse devient importante. Ce mécanisme d'infection est illustré à la figure 1. Les pommes 
de terre de semences infectées, les fragments de mycélium et les spores produites par les 
bactéries croissant dans les tubercules sont autant d'inoculum disponibles pour propager la 
maladie. 
Figure 1. Cycle de la maladie de la gale commune de la pomme de terre causée par des 
Streptomyces scabies. Modifié de Agrios 2005. 
Malheureusement pour les producteurs de pommes de terre, les spores de S. scabies ont des 




Infection du tubercule 
Symptômes de la gale commune 
sur U pomme de terre 
ans), même en l'absence de pommes de terre (Ensign, 1978). Il a également été démontré que 
les bactéries présentes dans les tubercules de pomme de terre au moment de la récolte sont 
encore viables et virulentes six mois plus tard lorsque ces mêmes tubercules sont utilisés 
comme semences (Lehtonen et al., 2004). L'agent pathogène peut également survivre au 
système digestif du bétail et adhérer à l'équipement de ferme ce qui constitue d'autres voies de 
dissémination (Howatt, 2005). Puisque S. scabies est présente partout où l'on cultive la 
pomme de terre, et vu sa grande résistance dans le sol, sa dissémination est préoccupante pour 
la propagation de la maladie (Radtke et Rieckmann, 1991). 
C.5 Conditions favorables au développement de la maladie 
La gale commune de la pomme de terre se répandant principalement par les tubercules 
infectés, les entrepôts par où transigent les pommes de terre sont des réservoirs importants de 
souches pathogènes. Les lésions liégeuses de ces tubercules de semences peuvent recenser 
jusqu'à 109 unités formant des colonies par gramme de tissu, et des tubercules d'apparence 
saine peuvent contenir 105 unités formant des colonies (Wang et Lazarovits, 2004). Cette 
population bactérienne diminuera d'au plus 10% selon les conditions de lavage et 
d'entreposage des tubercules. Les tubercules infectés serviront efficacement d'inoculum lors 
de l'ensemencement suivant. 
Certaines conditions environnementales peuvent favoriser le développement de la maladie par 
S. scabies telles un apport suffisant en oxygène, un sol léger et sablonneux, et une faible 
humidité (Aujean et al., 2000; Radtke et Rieckmann, 1991). En effet, bien qu'il soit connu que 
l'agent pathogène est entre autres moyens disséminé par la voie des eaux, les pommes de terre 
peuvent plus aisément échapper à la maladie dans un sol irrigué ou humide. II a été trouvé que, 
les plantes se défendent mieux en absence de stress hydrique (Agrios, 2005). Une autre 
condition favorable au développement de la maladie est un sol alcalin. Un sol dont le pH varie 
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entre 5,2 et 8,0 ou plus est optimal pour l'infection de S. scabies (Agrios, 2005). La gravité des 
symptômes causés par S. scabies diminue considérablement en deçà de ce pH. Toutefois, S. 
acidiscabies peut se développer dans des sols plus acides, soit de pH de 4,5 à 5,2 (Locci, 
1994). Les Streptomyces ont la capacité de développer la maladie de la gale commune à des 
températures variant entre 10°C et 30°C, mais offre une infection optimale à des températures 
se situant entre 19°C et 24°C (Bouchek-Mechiche et al., 2000; Kaur et Mukerji, 2004). 
C.6 Lutte et contrôle de la maladie 
A ce jour, aucun pesticide efficace et autorisé n'a été reconnu dans le contrôle de la gale 
commune de la pomme de terre au Canada (Lerat et al., 2009b). Diverses méthodes sont 
actuellement à l'essai pour tenter de contrôler la maladie et d'en atténuer les symptômes. Le 
traitement des sols et des semences à été largement étudié, mais les problèmes de toxicité des 
agents désinfectants, tels le pentachloronitrobenzène et le sulfate de manganèse, ont forcé 
l'arrêt de telles méthodes (Locci, 1994). La vaporisation des plants avec de l'auxine ou de la 
glycinebétaine a montré des résultats encourageants au niveau de l'infection, mais également 
une dépréciation importante des récoltes (Locci, 1994; Tegg et al., 2005; Tuomola et al., 
1996). 
La rotation des cultures est également utilisée comme méthode de contrôle de la maladie. 
Cette approche est importante pour la conservation du sol et peut contribuer à diminuer 
l'incidence de la gale commune. Par contre, la culture utilisée en alternance doit être choisie 
avec soin puisque S. scabies s'attaque à une foule d'espèces végétales sans distinction. Une 
rotation de trois ans avec l'avoine, le seigle et le soja, en évitant les cultures hôtes (carotte, 
betterave, navet et radis) a été suggérée (Howatt, 2005). 
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Un amendement soufré des sols permettant de réduire le pH peut s'avérer efficace pour réduire 
l'incidence de la maladie causée par S. scabies (Locci, 1994). Toutefois, ces sols acidifiés sont 
parfois inadaptés aux cultures de rotation et sont favorables à l'infection par S. acidiscabies 
(Locci, 1994). Heureusement, cette espèce ne compétitionne pas adéquatement avec les 
organismes du sol et peut être contrôlée par la rotation des cultures (Boulet, 2011). D'autres 
amendements riches en azote ou en potassium ont fait leur preuve par le passé (Lazarovits et 
al., 2007). Cependant, il s'est avéré que l'impact de ces amendements était très spécifique à 
chaque type de sol, leurs situations géographiques et leurs conditions de culture. Par 
conséquent, chacun d'eux ne peut être dispersé à des fins de contrôle de la maladie sans essais 
au préalable car ils sont d'une grande variabilité d'efficacité selon les sols (Lazarovits et al., 
2007). 
La biofumigation est présentement en voie d'expérimentation contre la gale commune dans 
nos conditions climatiques. Pour effectuer cette pratique culturale, des plantes de la famille 
des Brassica spp. sont utilisées pour leur contenu en composés nommés glucosinolates. Le 
processus de biofumigation permet le relâchement dans le sol de ces composés soufrés au 
moment du morcellement et de l'enfouissement des plants verts. Certains microorganismes du 
sol ont la capacité de transformer les glucosinolates en un gaz toxique pour les organismes du 
sol, l'isothiocyanate, et ainsi réduire l'incidence et la sévérité de la gale commune (Boulet, 
2011). 
L'irrigation des sols au début de la croissance des tubercules est une méthode donnant parmi 
les meilleurs résultats à ce jour. L'irrigation peut contribuer à diminuer l'infection en créant un 
environnement défavorable à l'agent pathogène. Une hausse de l'humidité du sol favorise la 
prolifération de microorganismes antagonistes à S. scabies diminuant ainsi les chances 
d'infection (Lapwood et Hering, 1970; Lapwood et al., 1973). Cette humidité plus importante 
accélérait également la maturation des stomates susceptibles en lenticelles matures et plus 
résistantes à l'infection (Lapwood et al., 1973). Il a été mesuré que l'humidité du sol devrait 
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idéalement être maintenue à 80 % de la capacité au champ à partir de la tubérisation, et ce, 
jusqu'à ce que les tubercules atteignent la taille d'une balle de golf, soit pendant environ quatre 
à six semaines afin de diminuer au maximum l'incidence de la maladie sans affecter la 
croissance de la plante ou permettre la propagation d'autres vecteurs de maladies (Howatt, 
2005). Toutefois, il peut être ardu de maintenir un niveau d'humidité élevé dans certains sols. 
Aussi, les coûts élevés rattachés à l'équipement et la ressource en eau nécessaire à cette 
méthode de contrôle la rendent moins abordable pour plusieurs agriculteurs. 
La lutte biologique est une autre méthode permettant de diminuer la population des bactéries 
pathogènes. De nombreux cribles ont été effectués afin de trouver des micro-organismes 
antagonistes pour contrer l'infection de S. scabies. Des bactéries antagonistes ont été isolées 
pour leur effet inhibiteur sur la croissance de S. scabies autant que pour leur action répressive 
sur les gènes de biosynthèse de la TA et du contrôle de la maladie par la bactérie (Bakker et 
al., 2010; Beauséjour et al., 2003; Lee et al., 2004; Singhai et al., 2011; St-Onge et al., 2011). 
Dans certains cas, ces bactéries inhibitrices produisent des antibiotiques (ex. geldanamycine 
ou phénazine-l-carboxylique) ou d'autres composés comme des enzymes hydrolytiques qui 
dégradent la paroi cellulaire de S. scabies ou stimulent la réponse de défense de la plante 
(Beauséjour et al.. 2003; Lee et al., 2004; St-Onge et al., 2011). Une équipe travaille 
actuellement à utiliser le pouvoir antagoniste bactérien pour remplacer S. scabies par S. 
turgidiscabies dans des champs contaminés puisque ce dernier, bien qu'également 
phytopathogène, est plus aisément contrôlable par les méthodes culturales de luttes 
scandinaves (Hiltunen et al., 2009). Les champignons ne sont pas en reste dans cette quête 
d'agent de biocontrôle. Une quinzaine de souches fongiques ont prouvé leur habileté à inhiber 
les agents responsables de la gale commune in vitro et seront testés en champs (Tagawa et al., 
2010). Des phages ciblant spécifiquement les Streptomyces pathogènes ont été isolés dans des 
échantillons de sol. Des études préliminaires ont montré qu'ils pouvaient lyser une vaste 
proportion des souches pathogènes dans les conditions normales d'infection de S. scahies et 
ainsi empêcher le développement de la maladie in vitro chez le radis et in vivo chez la pomme 
de terre (Cioyer, 2005; McKenna et al., 2001). Des expérimentations à plus grande échelle sont 
encore nécessaires afin d'assurer le transfert de ces microorganismes en champs, mais leur 
utilisation en complément des méthodes culturales restrictives pourrait mener à un meilleur 
contrôle de la maladie. 
Finalement, la sélection de semences saines est cruciale afin de combattre la gale commune et 
éviter de propager la maladie dans des champs sains. L'utilisation de semences certifiées sans 
agents pathogènes est la solution présentement privilégiée afin d'éviter de contaminer les 
champs où la maladie est absente. Une réglementation plus stricte des rebuts de pommes de 
terre et l'application de meilleures pratiques d'hygiène, par exemple de la machinerie de 
ferme, est également nécessaire (Howatt, 2005). L'utilisation de variétés de pommes de terre 
plus résistantes à la gale commune est une solution envisagée. Une évaluation de la tolérance à 
la thaxtomine A, la principale toxine produite par S. scabies lors de l'infection (voir section D. 
Thaxtomine A), de variétés courantes de pommes de terre a eu lieu afin de déterminer les 
cultivars les plus propices à utiliser pour diminuer les pertes en champs (Bouchek-Mechiche et 
al., 2000; Boulet, 2011). Parallèlement, la création de nouvelles variétés de pomme de terre 
possédant une résistance accrue à la gale commune sont en cours d'élaboration à travers le 
monde au moyen de croisements, de création de mutants et d'habituations à la TA (Hiltunen et 
al., 2011; Murphy et al., 1995; Regan et al., 2006). 
D. THAXTOMINE A (TA) 
Les thaxtomines (molécules de 4-nitroindol-3yl contenant un cycle 2,5-dioxopipérazine) sont 
une famille de phytotoxines produites par les Streptomyces causant la gale commune de la 
pomme de terre, nommées en l'honneur du phytopathologiste ayant découvert S. scabies, 
Roland Thaxter (King et al., 1989). Ces molécules induisent des changements biochimiques et 
morphologiques chez les cellules végétales qui sont essentiels à l'installation et au 
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développement de la maladie de la gale commune (King, 1991). La principale thaxtomine 
produite par S. scabies est la thaxtomine A (TA) (Figure 2) (King et al., 1989). 
Thaxtomine A (TA) 
Figure 2. Structure de la thaxtomine A (TA). 
D.l Historique 
Bien que l'implication d'une toxine dans la maladie de la gale commune fût soupçonnée 
depuis 1926, ce n'est qu'en 1989 que la thaxtomine A et la thaxtomine B ont été isolées de 
tubercules de pomme de terre infectés (King et al., 1989). C'est l'année suivante que 
l'implication cruciale de la TA dans l'induction des symptômes de la gale commune a été 
confirmée. En effet, il a été démontré que l'application de la toxine seule permet de reproduire 
les symptômes de la maladie de la gale commune sur des tubercules immatures de pomme de 
terre (Lawrence et al., 1990). 11 a ensuite été mis en évidence que le pouvoir pathogène des 
souches de S. scabies était corrélé avec la production de TA, et que des mutants de S. scabies 
ne possédant plus la capacité de produire la TA avaient un pouvoir pathogène diminué (Goyer 
et al., 1998; King et al., 1991). Cette information a ouvert la voie à une nouvelle forme de lutte 
contre la gale commune visant à se prémunir contre les effets de la TA. 
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D.2 Effets de la TA 
La TA est une toxine capable d'induire des symptômes sur plusieurs espèces végétales 
différentes. C'est cette caractéristique qui permet à la TA d'induire une inhibition de la 
croissance ainsi que de la nécrose chez plusieurs cultures d'importance, telles que le radis, la 
luzerne, le chou-fleur, le colza et le navet (Leiner et al., 1996). Les propriétés herbicides de la 
TA ont favorisé son utilisation dans le contrôle des algues au Etats-Unis sous la bannière de 
Novozymes Biological (Kang et al., 2008). 
D.2.1 Effets physiologiques 
Les effets physiologiques induits par la TA diffèrent selon la dose utilisée. Il a été démontré 
que la TA causait un gonflement des cellules végétales à des concentrations nanomolaires et 
une mort cellulaire à des concentrations similaires à celles retrouvées dans les champs de 
pommes de terre infectées (Lawrence et al., 1990). De faibles concentrations causent une 
importante hypertrophie autant chez les cellules en suspensions que chez les plantules de 
différentes espèces, ce qui suggère que la TA interagirait avec une cible universelle des 
cellules végétales (Duval et al., 2005; Hiltunen et al., 2006; Leiner et al., 1996). Des coupes 
des racines et des tiges gonflées ont mis à jour le fait que cette hypertrophie était due à une 
augmentation du diamètre des cellules et non à une hyperplasie (Leiner et al., 1996). II a été 
possible d'observer que les régions biologiquement plus actives des plants testés semblaient 
plus sensibles à la TA (Fry et Loria, 2002). Une étude menée dans notre laboratoire a pu 
démontrer que ces changements morphologiques étaient dépendants de la transcription 
génique et de la production de protéines de novo (Duval et al., 2005). 
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Dès sa découverte, la TA a eu tôt fait d'attirer l'attention grâce à ses capacités d'herbicides 
(King et al., 2001). Puisque les symptômes résultant de l'application de la TA étaient 
semblables à ceux de deux inhibiteurs de la biosynthèse de la cellulose connus, soit le 
dichlobénile et l'isoxabène, le rôle d'inhibiteur de la synthèse de cellulose potentiel lui a été 
donné (Fry et Loria, 2002; King et al., 2001). La confirmation que la TA est un inhibiteur de 
biosynthèse de la cellulose a été publiée deux ans plus tard, par Scheible et al. (2003) qui ont 
montré que la TA diminuait le taux d'incorporation de glucose dans la fraction cristalline de la 
cellulose. Cette diminution de la fraction cristalline induit un remodelage de la paroi qui 
présente alors une augmentation de la présence de pectines et d'hémicelluloses en 
compensation pour la diminution de cellulose (Bischoff et al., 2009; Scheible et al., 2003). 
L'action d'inhibiteur de la synthèse de la cellulose combiné avec la non-spécificité de la 
toxine laisse à croire que la TA altérerait directement ou indirectement la composition ou la 
mise en place de la paroi des cellules végétales de manière à perturber l'intégrité de leur paroi 
ainsi que leur capacité à accomplir avec succès le processus de division cellulaire (Fry et 
Loria, 2002). 
Bien que plusieurs recherches aient été entreprises à cette fin, le mode d'action spécifique 
ainsi que la cible de la TA restent inconnus. Des évidences indiquent toutefois que la cible de 
la toxine se situerait à la paroi et aurait une implication au niveau de la biosynthèse de la 
cellulose (Fry et Loria, 2002; King et al., 2001). Tout comme pour le dichlobénile et 
l'isoxabène, il a été montré que l'inhibition de la synthèse de la cellulose causée par la TA est 
liée à ce que la TA affecte la densité et la motilité des complexes de cellulose synthases 
(CESA) (Bischoff et al., 2009; DeBolt et al., 2007; Desprez et al., 2002). 11 a été montré que la 
TA entraînait l'expulsion des protéines CESA3 de la membrane plasmique et leur 
accumulation dans des compartiments intracellulaires dépendants des microtubuies (Bischoff 
et al., 2009). Le mécanisme moléculaire entraînant cet exode de la membrane n'a toutefois pas 
été découvert. 
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En plus du gonflement caractéristique induit par les inhibiteurs de synthèse de la cellulose, la 
TA induit un autre effet ultrastructural sur la physiologie des cellules de certains organes 
traités. Goyer et al. (2000) ont observé sur des pommes de terre matures traitées à la TA, que 
la membrane plasmique se détachait de la paroi des cellules de parenchymes. L'apparition de 
matériel de nature fibrillaire a aussi été observée, d'abord dans l'espace créé par le 
détachement de la membrane plasmique de la paroi végétale, ensuite dans le cytoplasme 
(Goyer et al., 2000). Un composé dense aux électrons a aussi pu être détecté de part et d'autres 
de la paroi (Goyer et al., 2000). A un stade plus avancé, la membrane se décollait et 
s'invaginait au point de rompre et les noyaux des cellules adoptaient une forme lobée. La 
détérioration cellulaire se poursuit ainsi jusqu'à la mort par plasmolyse. 
Outre l'inhibition de la croissance de l'hypocotyle chez plusieurs espèces de plantules et la 
diminution de l'incorporation de glucose dans la fraction cristalline de la cellulose, la TA 
induit d'autres symptômes observables sur des plants traités qui ne sont pas caractéristiques de 
ceux des inhibiteurs de la synthèse de la cellulose. Ces effets uniques, tel le flétrissement des 
feuilles des plants inoculés, portent à croire que la TA a une action autre sur les plants que son 
action d'inhibition de la synthèse de la cellulose (King et al., 2001 ; Scheible et al., 2003). 
D.2.2 MCP et réponses de défense 
Le phénomène de mort cellulaire induit par la TA a été étudié plus en profondeur d'un point 
de vue génétique dans notre laboratoire. Nous avons montré que la TA induit un type de mort 
cellulaire programmée (MCP) sur des cellules d'Arabidopsis thaliana en suspension, et que 
cette mort est différente de la réaction hypersensible (RH) souvent retrouvée chez les végétaux 
en réponse à un agent pathogène (Duval et al., 2005). Cette mort est atypique d'une RH en ce 
sens qu'elle n'entraîne pas de flambée oxydative à l'aide du peroxyde d'hydrogène et surtout, 
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que cette mort est indépendante de l'expression de PR1 et PR2 ainsi que PDF1.2, qui sont des 
acteurs importants des voies de défense médiées par les hormones acide salicylique et acide 
jasmonique respectivement (Duval et al., 2005; Duval et Beaudoin, 2009). Bien que la 
présence de peroxyde d'hydrogène n'ait pas été détectée en réponse à la TA, rien n'exclut que 
d'autres espèces activées de l'oxygène puissent tenir un rôle lors de la MCP (Duval et al., 
2005; Tegg et al., 2005). De plus, l'absence d'augmentation du niveau de phosphorylation de 
MAPK en réponse au traitement à la TA suggère que le signal de la MCP n'est pas transmis 
via une cascade de MAP kinases, généralement impliquées dans les réponses de défense 
contre les stress biotiques et abiotiques (Duval et Beaudoin, 2009; Pitzschke et al., 2009). La 
translocation cytosolique du cytochrome c mitochondrial, caractéristique de plusieurs réponses 
de MCP, n'est également pas observée en réponse à la TA (Duval et al., 2005). Toutefois, 
malgré ces distinctions, il ne fait aucun doute que la TA induit un programme de mort 
cellulaire, car il a été montré que cette mort est dépendante de la transcription et de traduction 
de protéines de novo dans des cellules d'Arabidopsis en suspension (Duval et al., 2005). Il a 
également été observé, dans des cellules en suspension d'A. thaliana, que la TA provoque un 
phénomène de fragmentation de l'ADN, aussi dépendant de la transcription et de la traduction 
de novo (Duval et al., 2005). Cette fragmentation nucléaire est une marque caractéristique de 
la mort cellulaire programmée autant chez les animaux que chez les végétaux (Reape et 
McCabe, 2008). 
Une étude transcriptionnelle a été effectuée afin de déterminer si la TA provoquait une 
variation d'expression comparable à celles d'autres inhibiteurs de la biosynthèse de la 
cellulose connus dans la littérature. Il a ainsi été trouvé que chez des cellules d'Arabidopsis en 
suspensions, la TA induit un changement au profil transcriptionnel similaire à celui de deux 
autres inhibiteurs de synthèse de la cellulose; l'isoxabène et le diclobénile, (Brochu et al., 
2010; Duval et al., 2005). Plus précisément, la TA induit une reprogrammation génique à 75% 
similaire à celle induite par l'isoxabène (Duval et Beaudoin, 2009). L'expression de gènes 
associés à la paroi, à des réponses de défenses ainsi qu'à la mort et aux réponses liées au stress 
est modifiée d'une manière importante et très similaire par ces deux inhibiteurs (Duval et al., 
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2005; Duval et Beaudoin, 2009). Il n'y a malheureusement pas encore de liens établis entre 
ces variations d'expression et la cible de la TA. 
D.2.3 Calcium 
Les flux de calcium sont impliqués dans les processus de mort cellulaire en réponse aux agents 
pathogènes ainsi que leurs éliciteurs (Lecourieux et al., 2006). Il a été vu que des influx de 
calcium cytoplasmiques pouvaient engendrer la production de peroxyde d'hydrogène 
cytoplasmique, nécessaire à la flambée oxydative de certains types de MCP, ainsi que 
Tactivation de l'expression de gènes de défenses, de l'activation de cascades de MAPK et de 
la production de phytoalexines (Lecourieux et al., 2006). Une équipe australienne a étudié la 
présence de flux en présence de la TA, ainsi que leurs rôles dans la réponse de défense de la 
plante. Ils ont montré que dans les premières minutes suivant le traitement, la TA induisait 
effectivement une rapide hausse des taux cytoplasmiques de calcium (Ca2+) chez A. thaliana, 
via des pompes à travers la membrane plasmique (Tegg et al., 2005). A plus long terme, soit 
après 24 heures, ils ont observé des efflux d'ions hydrogène (H+) du cytoplasme vers la paroi 
végétale (Tegg et al., 2005). Cette dépolarisation de la membrane plasmique suivie de 
l'échange des ions la bordant, nommé l'échange de Donnan, cause une acidification de la 
paroi possiblement responsable de l'hypertrophie cellulaire et de l'entrée de l'agent pathogène 
facilitée par l'affaiblissement de la paroi végétale (Tegg et al., 2005). La réponse cellulaire à la 
TA mesurée via la perception de ces flux ioniques à montré une fois encore que les tissus 
fonctionnellement plus actifs étaient plus sensibles à la TA (Tegg et al., 2005). En plus de ces 
changements de polarité membranaires, les flux ioniques sont nécessaires dans l'induction des 
gènes de réponses de défense, tel que PAL 1, ainsi que dans le déclenchement de la MCP en 
réponse à la TA chez Arabidopsis (Errakhi et al., 2008). En effet, en présence d'inhibiteurs de 
canaux calciques de la membrane plasmique et de chélateur de calcium, ces voies de 
signalisation ont été significativement réduites dans des suspensions cellulaires d'Arabidopsis 
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(Errakhi et al., 2008). Étrangement, ces mêmes essais dans des suspensions cellulaires de 
Nicotiana tabacum BY2 n'ont pas montré la présence d'aucun flux de calcium en réponse à la 
TA, ce qui suggère la présence de deux voies distinctes de réponses à la TA menant à une 
MCP chez chacune de ces deux espèces (Meimoun et al., 2009). 
D.2.4 Auxine 
L'acidification de la paroi végétale via l'échange de Donnan est un phénomène entraînant le 
relâchement de la paroi, la rendant plus aisément colonisable. Cette tactique d'envahissement 
est utilisée par le champignon phytopathogène Fusicoccum (Phomopsis) amygdali via l'action 
de sa toxine fusicoccine (Duke et Dayan, 2011; Fry et Loria, 2002). Une phytohormone 
possède un effet structural similaire sur la paroi, il s'agit de l'auxine (Fry et Loria, 2002). 
L'auxine est une hormone de croissance végétale impliquée dans une foule de voies, allant de 
la croissance et de Pélongation des racines à la dominance apicale, en passant par l'interaction 
avec certains agents pathogènes (De Rybel et al., 2009). La TA est connue pour induire des 
modifications importantes au niveau de la morphologie des racines. La toxine induit un arrêt 
de la croissance racinaire, un gonflement de l'extrémité de la racine ainsi qu'une augmentation 
de la densité de poils absorbants chez A. thaliana (Fry et Loria, 2002; Tegg et al., 2005). Or, 
l'auxine est responsable de l'initiation et de la croissance des poils absorbants (De Rybel et al., 
2009). Une sensibilité accrue à la TA chez des mutants plus sensibles à l'auxine a également 
soulevé une interrogation concernant un lien entre ces deux molécules (Tegg et al., 2005). Une 
étude a donc été menée afin de déterminer si l'auxine était impliquée dans le mécanisme 
cellulaire de réponse à la TA et si elle possédait un pouvoir protecteur envers la toxine. Il s'est 
avéré qu'un apport exogène d'auxine pouvait diminuer l'effet toxique de la TA chez A. 
thaliana (Brochu, 2005; Moneva, 2011 ; Tegg et al., 2008). L'hypothèse a même été émise que 
l'auxine, activement transportée au méristème racinaire, s'y trouvait coincée par la 
perturbation de ses transporteurs lors de la dépolarisation des membranes par la TA et y 
agissait comme protecteur localisé de la mort induite par la TA (Moneva, 2011). Malgré ces 
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signes d'interactions, aucun lien direct n'a été mis à jour concernant une interaction directe ou 
indirecte entre ces deux molécules dans la voie de la MCP. 
S. scabies et plusieurs membres du genre Streptomyces, phytopathogènes ou non, sont 
capables de produire de l'auxine en présence de tryptophane (Manulis et al., 1994). Le rôle de 
l'auxine dans l'infection par S. scabies n'a pas été entièrement élucidé, toutefois la synthèse 
d'auxine par les bactéries phytopathogènes est souvent associée à un moyen de perturber la 
physiologie de l'hôte à leur avantage (Hsu, 2010 ; Jameson, 2000; Legault et al., 2011). 
D.2.5 Métabolites secondaires 
Les phytoalexines sont des métabolites secondaires de défense produits par les plantes. Ces 
composés de faibles poids moléculaires aux propriétés antimicrobiennes sont produits et 
accumulés dans les plants suite au contact avec des agents pathogènes ou leurs éliciteurs 
(Dixon, 2001). Chez A. thaliana, la bactérie S. scabies ainsi que la TA seule, induisent la 
production et l'accumulation de scopolétine (Lerat et al., 2009a). La scopolétine a le pouvoir 
de réduire la croissance bactérienne de S. scabies ainsi que de réprimer la transcription du 
gène nos, réduisant la production de TA d'une manière dose dépendante (Lerat et al., 2009a). 
Un métabolite secondaire dérivant de la voie des phénylpropanoïdes est produit en réponse à 
la TA, il s'agit de la lignine (Dixon, 2001). À de faibles concentrations, la TA induit une 
lignification ectopique de l'hypocotyle chez A. thaliana (Bischoff et al., 2009). Deux autres 
inhibiteurs de synthèse de la cellulose, l'isoxabène et le diclobénile, produisent également une 
lignification ectopique, localisée à la racine, chez Arabidopsis (Desprez et al., 2002). Les 
différents patrons de lignification de ces trois inhibiteurs pourraient exprimer une réponse 
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localisée selon l'organe ou le tissu spécifique ciblé par chacun d'eux (Bischoff et al., 2009). 
Une déposition de callose, un polysaccharide impliqué dans la défense, est induite par la TA, 
le diclobénile et l'isoxabène (Bischoff et al., 2009; Desprez et al., 2002). Dans ce dernier cas 
cependant, les patrons de dépositions ne peuvent être comparés puisqu'ils varient selon les 
conditions de culture. La déposition est généralement localisée au niveau de la partie 
supérieure de l'hypocotyle ainsi qu'à la base de la racine pour les trois inhibiteurs (Bischoff et 
al., 2009; Desprez et al., 2002). 
D.3 Structure 
Les thaxtomines font partie d'une rare classe de molécules comportant un anneau 
dioxopiperazine. Depuis la découverte de la TA en 1989, dix autres thaxtomines ont été 
isolées de cultures de S. scabies in vitro (King, 1992; King et al., 1994; King et Lawrence, 
1996). Chacune d'elles diffère des autres par un groupement N-méthyle ou hydroxyle sur 
l'anneau dioxopipérazine (Figure 3). Le groupe de King a démontré que tous ces analogues 
avaient la capacité d'induire les symptômes de la gale commune à différentes concentrations 
(King et al., 2001). Les différents essais de combinaison de ces toxines ont montrés qu'elles 
avaient un effet additif lors de l'infection (Hiltunen et al., 2006). 
Le composé numéro 1 de la figure 3 est la thaxtomine A, la phytotoxine produite en plus 
grande abondance par S. scabies. La deuxième phytotoxine produite en importance par S. 
scabies est le composé 4, qui représente la thaxtomine B (King, 1992). Il a été proposé que la 
thaxtomine B était en fait un intermédiaire de la voie de biosynthèse de la TA (Healy et al., 
2000; King et al., 2003). Le composé numéro 11 est le seul qui n'est pas produit par S. 
scabies, il a été isolé de tubercules de pommes de terre et de patates douces infectées par 
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Streptomyces ipomoeae (King et al., 1994). Ce composé est la principale toxine produite par S. 
ipomoeae a été nommé thaxtomine C. 
Composé Ri R, R, R. R. R. 
1 Me OH Me H OH H Thaxtomine A 
2 Me OH Me OH H H 
3 Me H H H H H 
4 Me OH Me H H H Thaxtomine B 
5 Me H Me H H H 
6 Me OH H H H K Thaxtomine C 
7 Me OH Me H H OH 
8 Me OH Me K OH OH 
9 Me OH H H OH H 
10 H OH Me H Oii H 
11 H H H H H H 
Figure 3. Structure des thaxtomines. Modifiée de King 2001. 
La caractérisation structurale des thaxtomines a mis à jour que la présence du groupement 
nitro sur l'anneau indole du tryptophane ainsi que la configuration L des deux acides aminés 
étaient indispensable à la phytotoxicité de ces molécules (King et al., 1989). Des analyses plus 
approfondies effectuées à l'aide de variants synthétiques ont montrées que la portion phényle 
de l'acide aminé phénylalanine, ainsi que la position spécifique du groupement nitro sur 
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l'anneau indole du tryptophane étaient également des conditions essentielles à l'activité 
phytotoxique des thaxtomines (King, 1992). 
D.4 Production bactérienne de la TA 
La biosynthèse des thaxtomines par les bactéries Streptomyces pathogènes s'effectue de 
manière non-ribosomale par un peptide synthétase encodé par les gènes txtA et îxîB (Healy et 
al., 2002). Ces deux gènes sont responsables de la formation du squelette cyclique du 
dipeptide N-méthylé par l'hydroxylation de la L-phénylalanine sur un nitro L-tryptophane 
pour former le cycle 2,5-dioxopipérazine, tel qu'illustré à la figure 4. Une monooxygénase 
P450, encodé par txtC, effectue ensuite des hydroxylations aux différents sites de substitutions 
(Healy et al., 2002). 
En amont de la formation du dipeptide, une oxyde nitrique synthétase (NOS) encodé par TxtD, 
utiliserait l'acide aminé arginine comme substrat afin de produire des molécules réactives 
d'oxyde nitrique nécessaires à la formation du 4-nitrotryptophane (Kers et al., 2004; Wach et 
al., 2005). Une autre monooxygénase P450, encodé par txtE, serait impliquée au niveau de la 
spécificité du site de nitration par TxtD (Johnson et al., 2009). 
Tous ces gènes impliqués dans la biosynthèse des thaxtomines sont regroupés dans la région 
toxigénique de l'îlot de pouvoir pathogène, tel qu'illustré à la figure 4. Ce groupe de gènes est 
transcriptionnellement régulés par TxtR, un régulateur de la famille AraC/XylS, conservé chez 
les Streptomyces pathogènes (Joshi et al., 2007b). TxtR se lie spécifiquement au cellobiose, un 
composé relâché de la paroi végétale en expansion et inducteur connu de la biosynthèse de la 
TA (Johnson et al., 2007; Lerat et al., 2010; Wach et al., 2007). 
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Figure 4. Biosynthèse de la TA. A) îlot de gènes de biosynthèse de la TA, B) Étapes 
présumées de la biosynthèse de la TA. Modifiée de Bignell 2010. 
En laboratoire, différentes conditions de culture ont montré un impact sur la production de 
toxine par le microorganisme. La production de TA in vitro nécessite la présence d'extraits 
végétaux tels la subérine et le cellobiose (Beauséjour et al., 1999; Lerat et al., 2009a; Lerat et 
al., 2010; Wach et al., 2007). Phénomène intéressant, la TA favoriserait le relâchement de 
cellobiose et d'autres sous-unités de la cellulose lors de l'infection, créant ainsi une boucle de 
rétroactivation (Johnson et al., 2007). 11 a été montré que la présence de glucose dans le milieu 
de culture réprimait grandement la production de thaxtomines (Babcock et al., 1993; Loria et 
al., 1995). Finalement, une étude basée sur l'implication de certains acides aminés en tant que 
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précurseurs de la TA a montré que certains acides aminés aromatiques, le tryptophane, la 
phénylalanine et la tyrosine, inhibent ou réduisent considérablement la production de la toxine 
(Babcock et al., 1993; Lauzier et al., 2002). Cette inhibition est l'une des rares inhibitions de 
la production d'une molécule par ses propres précurseurs. 
D.5 Détoxification et résistance 
Les principaux mécanismes des plantes pour éviter les toxines ou se prémunir contre leurs 
effets sont : d'empêcher son entrée, d'outrepasser les effets biochimiques des lésions qu'elle 
engendre ou de la convertir en un composé moins toxique (Strange, 2007). Un mutant à'A. 
thaliana, txrl, a été isolé pour sa tolérance à la TA. Il s'est avéré que sa mutation était 
localisée dans un gène codant pour une protéine prédite comme régulateur d'un mécanisme de 
transport (Scheible et al., 2003). Le taux d'entrée de la toxine mesuré chez ce mutant était 
effectivement inférieur à celui du type sauvage, ce qui constitue le mécanisme d'évitement de 
ce mutant à la TA. 
Le deuxième mécanisme de résistance résulte du conditionnement des cellules végétales à 
subsister en présence de la toxine. Par le passé, des habituations de suspensions cellulaires de 
peuplier et la sélection d'embryons somatiques de pomme de terre ont démontrés la capacité 
d'adaptation des végétaux à la TA (Brochu et al., 2010; Dann et Wilson, 2011; Wilson et al., 
2009). La résistance naturelle de certaines variétés peut aussi être amplifiée. Des nouvelles 
variétés, issues de croisements entre des variétés plus résistantes, ont aussi donné des résultats 
prometteurs lors d'essais sur TA (Hiltunen et al., 2011). 
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La troisième voie de défense consiste à modifier la toxine de manière à diminuer sa toxicité. 
La glucosylation est une altération utilisée dans plusieurs systèmes. En culture in vitro, S. 
scabies transforme sa propre toxine en TA a-p-di-glucoside, un composé six fois moins 
toxique (Acuna et al., 2001). D'autres micro-organismes ont également cette faculté. La 
bactérie Bacillus mycoides diminue de 20 fois la toxicité de la TA par une P-glucosylation en 
C-14 de la toxine (King et al., 2000). Les espèces végétales ne sont pas en reste pour les 
modifications structurales apportées à la TA, les pommes de terre ont déjà été suspectées de 
glucosyler la TA pour la détoxifier (Acuna et al., 2001). Finalement, le champignon 
Aspergillus niger van Tiegham var. niger effectue la biotransformation de la TA en la scindant 




La gale commune est une maladie causant des pertes importantes chez les cultivateurs de 
pomme de terre à travers le monde. Nul traitement ni cultivar pleinement résistant n'ont été 
trouvé à ce jour pour contrer ses ravages. Bien qu'il soit connu que la TA est un facteur 
nécessaire et essentiel à l'établissement de la maladie par l'agent pathogène S. scabies, son 
mode d'action demeure inconnu à ce jour. Pour tenter de remédier à cela, nous avons choisi 
d'utiliser la TA comme agent de sélection dans un crible pour trouver des mutants de la plante 
modèle A. thaliana qui seraient plus résistants à la TA. En effet, l'identification de mutations 
menant à un phénotype de résistance à la TA nous donnerait des informations cruciales sur la 
cible de la toxine ainsi que sur de possibles voies d'évitement. 
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C'est de cette manière que le mutant 9F32 a été isolé, lors d'un crible utilisant la génération 
F2 de graines Col 0 mutagénisées à l'éthyle méthane sulfonate (EMS) sur 0,5 |iM TA 
(Brochu, 2005). Trois rétrocroisements avec l'écotype sauvage Col 0 ont été faits afin de 
nettoyer le génome des autres mutations indésirables possiblement induites chez le mutant par 
le traitement à l'EMS. Ensuite, la cartographie de la mutation 9F32 a été entamée et il a été 
déterminé que la mutation 9F32 consistait en une mutation récessive se situant sur la partie 
supérieure du cinquième chromosome (Lerat et al., non publié). 
E.2 Objectifs 
Mon projet de maîtrise a consisté en la caractérisation de 9F32, un mutant d'A. thaliana 
sélectionné pour sa plus grande résistance à la TA. Cette caractérisation s'est divisée en trois 
volets, un volet phénotypique, un volet génétique ainsi qu'un volet interaction de la plante 
avec l'agent pathogène. 
La caractérisation phénotypique consistait en une comparaison du mutant versus le type 
sauvage sur le plan de la croissance générale, de la croissance racinaire, de la présence de 
métabolites secondaires tels que la lignine, ainsi qu'au niveau du taux d'entrée de la toxine 
dans les plantules et de la possible modification de la toxine comme moyen de détoxification. 
La caractérisation génétique comprenait la localisation de la mutation 9F32 ainsi qu'une 
analyse transcriptionnelle du mutant en comparaison avec le type sauvage Col 0. Le troisième 
volet de mon projet de maîtrise consistait à effectuer un test d'infection en présence de l'agent 
pathogène Streptomyces scabies afin d'évaluer si la plus grande résistance du mutant 9F32 à la 
toxine lui conférait un avantage réel lors de l'infection par la bactérie. 
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CHAPITRE 1 - MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1.1 Matériel végétal, croissance et traitements 
Les graines utilisées étaient des graines d'Arabidopsis thaliana de l'écotype Col-0, Ler, du 
mutant txrl (Scheible et al., 2003) et du mutant 9F32 isolé de graines Col-0 mutées à l'éthyl 
méthane sulfonate (EMS) obtenues de la compagnie Lehle Seed en génération M2 (Brochu, 
2005). Après stérilisation (10% hypochlorite de sodium, 0,02% SDS), ces graines ont été 
semées sur un milieu de germination composé de 0,5 MS et 1% saccharose. La 
synchronisation et la levée de la dormance ont été effectuées par 4 jours à 4°C à l'obscurité, 
les graines ont ensuite été placées dans un cabinet de croissance (Sanyo, modèle MLR-350) à 
22°C avec 16 heures de lumière et 8 heures d'obscurité pour leur croissance. La mesure de la 
croissance racinaire a été effectuée dans ces mêmes cabinets à des températures de I8°C, 
22°C, 24°C et 28°C. Lors des cultures en terre, les graines ont été mises à germer dans une 
chambre de croissance Conviron, modèle MTR30 avec la même photopériode et des 
températures de 22°C le jour et 19°C la nuit. Lors des germinations en milieu liquide, les 
graines sont mises à germer en agitation constante (120 rpm) au plantarium avec une 
photopériode de 16 heures de lumière et 8 heures d'obscurité et à une température de 22 °C la 
nuit et une intensité lumineuse de moins de 400 Ix en tout temps. Pour les essais avec la TA, 
le dichlobénile et l'isoxabène, les inhibiteurs dilués dans le méthanol ont été mis directement 
dans le milieu et la quantité équivalente de méthanol a été ajoutée dans les témoins. Pour les 
mesures de croissance de racines, les graines ont été mises à germer sur des pétris placés à la 
verticale dans le cabinet de croissance et la mesure de la longueur des racines a été prise aux 
jours 5, 7, 9 et 11. L'analyse statistique appliquée sur les mesures de longueurs de racines est 
un Two-way ANOVA avec un test de Bonferroni effectuée par le logiciel GraphPad Prism 
version 5.00 pour Windows (GraphPad Software). Les photographies des phénotypes de 
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plantules magnifiées ont été réalisées à l'aide d'un appareil photo Nikon CoolPix 995 adapté 
sur un binoculaire Nikon SMZ 800 muni d'une lentille Plan Apo de IX à 6,3X. 
1.2 Matériel bactérien 
1.2.1 Culture de bactéries 
Les cultures bactériennes ont été obtenues par inoculation de milieu YME avec des spores. 
Les milieux ont été placés à 30 °C à l'obscurité avec agitation pour une semaine. Les souches 
utilisées sont S. scabies souche EF35 (Faucher et al., 1993), S. scabies souche M13 (Goyer et 
al., 1998), S. scabies souche 87-22 (Seipke et Loria, 2008) et S. bottroprensis (ATCC25435). 
I.2.1.1 Infection 
Les cultures bactériennes liquides denses ont été étalées sur des pétris carrés pour trois jours 
de culture supplémentaires. Une bande d'agar de ces pétris a été ensuite déposée sur des 
plantules âgées de dix jours tel qu'illustré à l'annexe I. Les bandes d'agar ont été retirées après 
quatre et deux jours respectivement pour les tests d'infection I et II. Les plantules infectées ont 
été prises en photo six et douze jours après le retrait des bandes pour les tests d'infection I et 
II. 
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1.2.2 Production et extraction de la TA 
La TA a été purifiée du surnageant de culture d'un milieu son d'avoine inoculé avec 
Streptomyces scabies tel que décrit par Goyer et al. (1998). Après une semaine de croissance 
sous agitation à 30°C, les cultures de S. scabies souche EF-35 en milieu son d'avoine ont été 
centrifugées et le surnageant a été extrait deux fois avec un volume égal d'acétate d'éthyle. 
Les extraits ont ensuite été évaporés et concentrés pour être purifiés par chromatographie sur 
couche mince à l'aide d'une plaque de verre enduite de 0,25 mm de gel de silice 60. Le 
composé jaune et fluorescent aux UV avec un R/ de 0,27 a finalement été récupéré par 
filtration avec le mélange de solvant chloroforme : méthanol (7 :3). La pureté de la TA a été 
vérifié par chromatographie liquide de haute performance en utilisant un chromatographe 
liquide Varian LC5500 muni d'une colonne C18 (10 |xm, 3,9 X 300 mm). La purification de 
TA marquée au C14 a été effectuée de la même manière en inoculant un milieu minimal 
supplémenté de cellobiose et de subérine (Lerat, 2009) additionné de 152 (J.M de L-
tryptophane [-chaîne latérale-3-l4C] (PerkinElmer, NEC36701UC, 40-60mCi (1.48-
2.22GBq)/mmol). 
1.2.2.1 Entrée de la TA 
La mesure du taux d'entrée a été calculée selon un protocole modifié de Scheible et al. (2003). 
Des plantules Col 0, 9F32 et txrl âgées de sept jours ont été mises en agitation avec 0, 2, 4, 6 
ou 10 |iM de TA marquée au C14 pour 12 heures. Les plantules rincées ont ensuite été mises à 
ébullition dans du méthanol 80% à 80 °C pour 20 minutes. L'activité radioactive présente dans 
les extraits de plantules a ensuite été mesurée au compteur à scintillation (Beckman LS 
6000SC) et divisée par le poids sec des plantules en ng. L'analyse statistique utilisée sur ces 
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valeurs est un Two-way ANOVA avec un test de Bonferroni effectuée par le logiciel 
GraphPad Prism version 5.00 pour Windows (GraphPad Software). 
1.2.2.2 Modification de la TA 
L'observation de la modification de la TA par les plantules a été effectuée selon un protocole 
modifié de Scheible et al. (2003). Des plantules âgées de 20 jours ont été placées en agitation 
dans l'eau en présence de 0,2 mM de TA marquée au C14 pendant 24 heures. La TA marquée a 
été extraite des plantules et du surnageant du milieu de culture par ébullition dans du méthanol 
80% pendant 20 minutes. Les extraits ont ensuite été déposés sur des plaques de verre enduites 
de 0,25 mm de gel de silice 60 pour une migration en deux dimensions. Le solvant utilisé pour 
la première migration était chloroforme : méthanol (9 :1), et celui de la deuxième dimension 
était acétate d'éthyle : acide formique : acide acétique : eau (10:1 :1 :1). Chacune des plaques 
à chromatographie a été exposée pendant une semaine sur un écran (Imaging Screen K. Bio-
Rad S0230) dans une cassette à autoradiographie. La révélation de cet écran a été réalisée avec 
un appareil phosphoimager (Molecular Imager FX, Bio-Rad). 
1.4 Analyse de micro-puces à ADN 
1.4.1 Extraction d'ARN totaux 
Les ARN totaux ont été extraits tels que décrit par Duval et al. (2005). Des plantules (0,5 g) de 
dix jours ont été broyé dans l'azote liquide. Le broyât a ensuite été transféré dans un mélange 
préchauffé à 80°C contenant une part de phénol équilibré pour l'extraction d'ARN et une part 
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de tampon d'extraction (LiCI 0,1M, Tris 0,IM, EDTA 0,01M, SDS 1%). Un volume de 
chloroforme : isoamylalcool (24:1) a été ajouté le surnageant a ensuite été précipité avec un 
volume de LiCI 4 M. Le culot repris dans de l'eau DEPC a été purifié avec 1 volume de 
phénol : chloroforme : isoamylalcool (25:24:1). L'ARN du surnageant a été précipité avec 
1/10 de volume d'acétate de sodium 3 M, pH 5,6 et 2,5 volumes d'éthanol 100%. Le culot a 
été lavé avec de l'éthanol 75% et repris dans de l'eau DEPC. 
1.4.2 Analyse informatique de valeurs d'expression 
L'ARN a été extrait comme décrit précédemment. La synthèse des ARNc et l'hybridation avec 
les micro-puces à ADN pour ATH1 d'Affymetrix ont été réalisées par le Centre d'Innovation 
Génome Québec à l'Université McGill (Montréal, Canada). Six puces ont été hybridées, trois 
pour le type sauvage Col 0 et trois pour le mutant 9F32. Les valeurs d'expression obtenues ont 
été normalisées par RMA (Robust Multi-array Average ) et les variations entre les deux 
génotypes ont été calculées par une analyse statistique SAM (Significance Analysis of 
Microarrays) à l'aide du logiciel FlexArray (Blazejczyk et al., 2007). Les gènes avec une 
variation d'expression de plus de deux fois (FC > 2) et une valeur prédictive inférieure à 0,05 
(P < 0,05) ont été sélectionnés. Les fonctions des gènes sélectionnés ont été obtenues dans les 
banques de données du site officiel d'A. thaliana (The Arabidopsis Information Ressource), 
AGRIGO (Du et al., 2010), REVIGO (Supek et al., 2011) et Mapman (Thimm et al., 2004). 
1.4.3 Validation par qPCR 
Les résultats de l'analyse transcriptionnelle ont été confirmés par la méthode de qPCR à partir 
d'un des extraits d'ARN utilisés pour l'hybridation des puces de chacun des génotypes. Les 
33 
extraits d'ARN choisis ont été traités à la DNase (Promega) et ont subi une transcription 
inverse par l'AMV reverse transcriptase de Promega. 4 (il de ces réactions diluées 1/10 a servi 
à effectuer une amplification qPCR avec l'enzyme Sso Fast EvaGreen dans l'appareil Applied 
Biosystems 7500 Real Time PCR System selon le programme suivant : 
Étape 1 50 °C pour 2 minutes 
Étape 2 95 °C pour 10 minutes 
Étape 3 95 °C pour 15 secondes 
Étape 4 60 °C pour I minute 
Étape 5 Lecture 
Étape 6 Reprise à l'étape 3, 29 fois 
Étape 7 Courbe de dissociation 
Huit gènes dont l'expression variait de plus de 2 fois et l'actine ont été sélectionnés pour 
l'analyse qPCR. La liste des amorces utilisées est présente dans le tableau 1. 
Tableau 1. Amorces utilisées pour la validation des puces par qPCR 
Gène Amorces 
Atlg61800 F AAGGGAAGTCAGTGAGCGGAAT 
R GTCCGACTTGAGAAACCGCATT 
Atlg69930 F AACTTGAGCCTAGCGAACTGGA 
R ACCG G CGTCA AGTT CAT AC ATC 
At2g02990 F TGGTTTCACTCCTTGGGTTGAG 
R CGGACATTCGATTAAACCGGAACC 
At3g08860 F ACGTCCATTCTCGTCGAACACA 
R TCTACGGCAGAGATCATCGCAA 
At5g42800 F ATGATCGAGTAATGCGCCTCGT 
R CAACATTGGTGGTCGGTCCATT 
Atlg05680 F ATTTGCAGTCAGCATCGGGAAC 
R TTTCACGCAACCTTGGCTTGTC 
At3g49620 F GAAAGGTCTTGGAAGGGCCAAA 
R TTTGGCCCTTCCAAGACCTTTC 
At5gl5840 F TGCCTTCCTCGAAGCATACCTT 
R TGACCCTGCAAGCCAGATGATA 
Actine 2 F GATCGGTGGTTCCATTCTTG 
(At3gl8780) R CCI 11GATCTTGAGAGCTTAGAAAC 
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Les valeurs d'expression obtenues par qPCR ont été transformées en AACt selon la méthode 
de calcul traditionnelle présentée par Pfaffl (2001). Ces valeurs AACt obtenues par qPCR, 
transformées en log 2, ont été comparées avec les valeurs de variations d'expression des puces 
correspondant à l'extrait d'ARN utilisé et non à la moyenne des expressions des trois puces. 
Une droite de régression a été réalisée avec les moyennes des triplicatas de valeurs de qPCR et 
les valeurs de variation d'expression obtenue par l'analyse par micro-puces dans le logiciel 
GraphPad Prism version 5.00 pour Windows (GraphPad Software). La corrélation est 
exprimée selon le coefficient de Pearson et sa valeur prédictive est calculée bilatéralement 
1.4.4 Validation par RT-PCR 
Une extraction d'ARN suivie d'une transcription inverse a été réalisée, tel que décrit plus haut, 
sur des plantules Col 0 et 9F32 âgées de dix jours indépendantes de celles utilisées pour 
l'analyse de micro-puces. 1 ni de chacune de ces réactions a servi à effectuer une 
amplification PCR avec chacune des neuf paires d'amorces utilisées pour la validation par 
qPCR. L'enzyme Taq Thermopol DNA Polymerase a été utilisée dans les conditions 
suivantes : 
Étape 1 95 °C pour 4 minutes IX 
10 (il de chacune des réactions a été déposée sur gel d'agaores 2% pour visualiser l'expression 
des deux génotypes. 
95 °C pour 30 secondes 
60 °C pour 15 secondes 
72 °C pour 30 secondes 
72 °C pour 10 minutes 
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1.5 Coloration lignine 
La coloration de la lignine de plantules au phloroglucinol a été réalisée selon une méthode 
modifiée de Bischoff et al. (2009). Des séries de 10 plantules germées en liquide âgées de 
quatre jours ont été mises à incuber une journée avec 0, 50 nM ou 200 nM de TA sur un 
agitateur rotatif. Les plantules ont ensuite été immergées deux minutes dans une solution 
colorante au phloroglucinol (5 mg phloroglucinol dans méthanol 100% : acide chlorhydrique 
37% (1 :1)). La réaction a ensuite été arrêtés par le transfert des plantules dans une solution de 
fixation (glycérol : acide lactique 25% : acide chlorhydrique 25% : phloroglucinol 1% dans 
méthanol (50 :40 : 7 : 3)). Les plantules ont ensuite été photographiées à l'aide d'une caméra 
Nikon CoolPix 995 adaptée à un binoculaire Nikon SMZ 800 muni d'une lentille Plan Apo 
IX. 
1.6 Extraction et visualisation des métabolites secondaires 
Cette expérience a été réalisée tel que décrite par Lerat et al. (2009a). Après synchronisation 
au froid, 100 graines d'Arabidopsis pour chacune des conditions ont été mises à germer dans 
un milieu liquide (Milieu de base Gamborg B-5 3,2 g/L, glucose 20 g/L, MES 0,5 g/L à pH 
5.7) sur un agitateur rotatif pendant sept jours. La TA a été ajoutée à une concentration finale 
de 100 nM pour sept jours supplémentaires de culture. Les métabolites contenus dans les 
milieux de culture ont été extraits deux fois avec un volume égal d'acétate d'éthyle et 
concentrés par évaporation. Les extraits ont été déposés sur une plaque de verre enduite de 
0,25 mm de gel de silice 60 avec 10 |ig des standards suivant : Scopolétine, acide salicylique 
et acide indole acétique. Après migration dans chloroforme : méthanol : eau (65 :30 :5), les 
métabolits ont été révélés sous UV. Toutes les étapes de cette expérience ont été menées à 
moins de 400 Ix de luminosité. 
36 
1.7 Localisation de la mutation 
1.7.1 Extraction d'ADN génomique 
L'extraction d'ADN génomique de plantules de dix jours a été effectuée selon la méthode 
Edwards (Edwards et al., 1991). Les échantillons ont été broyés dans un tampon d'extraction 
(Tris 1M, NaCl 5M, SDS 10%, EDTA 0,5M), leurs surnageants ont été précipités à 
l'isopropanol et les culots rincés à l'éthanol 70%. 
1.7.2 Marqueurs de cartographie 
La localisation de la mutation a été initiée à l'aide marqueurs positionnels sur la progéniture 
d'un croisement du mutant 9F32 avec l'écotype Ler sélectionnée sur 0,5 ou 0,05 (jM de TA. 
Un tableau illustrant les marqueurs utilisés est présent à l'annexe II. 
1.7.3 Séquençage 
1.7.3.1 Séquençage Sanger 
Les produits PCR obtenues par amplification avec l'enzyme iProof selon les spécifications du 
fabricant ont été séquencés (Génome Québec). Leurs amorces et conditions d'amplification ne 
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seront pas présentées ici. L'alignement de séquences a été effectué entre les données de 
séquençage et la séquence génomique d'A. thaliana de la banque de donnée TAIR (TA1R, 
2012). 
1.7.3.2 Séquençage massif-haut débit 
L'intervalle de recherche de la mutation a été couvert par des produits PCR chevauchants. La 
liste des amorces ayant servies à ces amplifications se trouve à l'annexe III. Les conditions 
d'amplifications spécifiques à chaque produit PCR ne seront pas présentées ici. Les produits 
PCR obtenus par amplification avec l'enzyme iProof ont été séquencés avec la technologie de 
pyroséquençage 454 de Roche (Génome Québec). Les séquences de contigs assemblés ont été 
alignées avec celle de la banque de donnée TAIR (TAIR, 2012). 
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CHAPITRE 2 - RÉSULTATS 
L'objectif général de ce projet était de mieux comprendre le mécanisme d'action de la TA à 
travers la caractérisation d'un mutant d'A. thaliana plus résistant à la toxine. Pour ce faire, la 
caractérisation phénotypique et génétique du mutant 9F32 a été effectuée, ainsi qu'une étude 
de l'interaction entre 9F32 et l'agent pathogène S. scabies causant la gale commune. 
2.1 Caractérisation phénotypique 
2.1.1 Aspect général 
Une mutation peut avoir des répercussions multiples sur plusieurs aspects de la croissance 
d'une plante, et pas uniquement au niveau de son phénotype d'intérêt. Une caractérisation de 
l'aspect général de 9F32 a donc eu lieu afin de vérifier si la mutation 9F32 induisant une plus 
grande tolérance à la TA chez le mutant avait d'autres effets sur sa croissance générale. 
2.1.1.1 Croissance en terre 
Après une synchronisation au froid, les graines d'Arabidopsis des génotypes Col 0 et 9F32 ont 
été mises à germer en terre. Il est possible de constater à la figure 5 une légère différence de 
croissance entre le type sauvage Col 0 et le mutant 9F32. Après deux, trois et quatre semaines 
de croissance, la taille des plantules 9F32 est inférieure à celle des plantules de type sauvage. 
Ce phénomène est entre autre dû à un retard de germination de 9F32 sur le type sauvage. Bien 
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que 9F32 demeure de plus petite taille tout au long de sa croissance, son retard de croissance 
est comblé dans les quatre premières semaines et permet la synchronisation de la floraison des 
deux génotypes (Figure 5-C). Une épinastie des feuilles peut aussi être observée chez 9F32 
dans des conditions qui ne favorisent pas cet état chez le type sauvage (Figure 5-B). Il a aussi 
été observé que 9F32 a une couleur verte plus foncée et une tendance plus importante à 
produire des anthocyanines en réponse aux stress que le type sauvage, bien que ces deux 
caractéristiques n'aient pas été mesurées. 
Figure 5. Croissance en terre. Germination en terre, après synchronisation au froid, de 
graines Col 0 (à gauche) et 9F32 (à droite) après 2 (A), 3 (B) et 4 (C) semaines. 
2.1.1.2 Croissance in vitro 
En germination in vitro, il est possible d'observer le retard de croissance de 9F32 par rapport à 
au type sauvage Col 0 après synchronisation au froid. Après une semaine de culture, le retard 
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de croissance entre les deux génotypes est manifeste à la figure 6. Alors que la plantule Col 0 
possède deux feuilles en plus des cotylédons, 9F32 est encore au stade cotylédonaire. 
Figure 6. Croissance in vitro. Germination in vitro de graines Col 0 et 9F32 après 7 jours 
en absence de TA. 
2.1.1.3 Croissance à l'obscurité 
Scheible et al. (2003) ont observé chez le mutant txrl, qui est plus résistant à la TA, une 
croissance ralentie à l'obscurité. Une germination de 9F32 à l'obscurité a donc été effectuée 
pour vérifier si le même phénomène se produisait chez notre mutant. Il est manifeste à la 
figure 7-A, que la croissance de 9F32 n'est pas semblable à celle de la plantule Col 0 dans ces 
conditions. Après 4 jours, les plantules des deux génotypes ont une apparence étiolée, 
caractéristique d'une germination à l'obscurité. Toutefois, l'élongation de l'hypocotyle de 
9F32 est très inférieure à celle de l'hypocotyle de la plantule de type sauvage. Ce phénomène 
peut s'expliquer par un retard dans la germination ainsi que par le rythme de croissance ralenti 
du mutant. 11 est possible de noter la présence d'une forme de crochet très accentuée au 
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niveau de la partie basale de l'hypocotyle chez 9F32. Cette caractéristique non usuelle de la 
croissance d'Arabidopsis à l'obscurité rappelle l'apparence de etrl-1, un mutant de la voie de 
l'éthylène en croissance à l'obscurité en présence d'éthylène (Schaller et Kieber, 2002). Des 
plantules d'Arabidopsis traités avec de l'acide 1-cyclopropane-1-carboxylique (ACC), le 
précurseur de l'éthylène, ont également montré un phénotype de crochet à la base de 
l'hypocotyle en croissance à l'obscurité (De Grauwe et al., 2005). Dans ce dernier cas, il a été 
montré que l'auxine jouait un rôle essentiel dans le développement et le positionnement du 
crochet. 
Figure 7. Croissance à l'obscurité. Germination à l'obscurité de graines Col 0 et 9F32 
après 4 jours (A) et 9F32 à 24 jours (B). 
La poursuite de la croissance à l'obscurité de 9F32 a permis d'observer au 24eme jour, la 
croissance de feuilles rompant les proportions étiolées de la plantule et lui conférant plutôt 
l'aspect d'une épée (Figure 7-B). La croissance de 9F32 semble se poursuivre sans suivre 
l'étiolement et l'élongation accentuée de l'hypocotyle observée chez les plantules sauvage 
poussées dans les mêmes conditions. 
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2.1.2 Croissance sur TA 
La TA a été utilisée comme agent de sélection pour trouver des mutants plus résistants à la 
gale commune (Brochu, 2005). C'est grâce à ce crible que le mutant 9F32 a été isolé. Après 3 
rétrocroisements pour nettoyer son fond génétique, 9F32 a été caractérisé en germination sur 
la toxine pour évaluer plus précisément le niveau de sa résistance à la TA. 
2.1.2.1 Phénotype en germination sur TA 
Par le passé, Leiner et son équipe (1996) ont démontré que la chlorose et la nécrose des parties 
aériennes des plants ainsi que l'inhibition de la croissance racinaire et le gonflement de 
l'hypocotyle étaient les symptômes caractéristiques des inhibiteurs de synthèse de cellulose en 
général, et de la TA en particulier (Leiner et al., 1996). L'effet de la TA sur des plantules de 
Col 0 et de 9F32 a donc été observé une semaine après leur mise en germination sur des 
milieux contenant des concentrations croissantes de TA, afin de documenter leur phénotype de 
réponse à la TA. 
La réponse des deux génotypes à ces concentrations de TA diffèrent grandement (Figure 8). 
Chez les plantules témoins germées en absence de TA, la plus petite taille de 9F32 est 
remarquable ici tout comme en terre. A 0,025 de TA, la chlorose et la nécrose sont bien 
visibles sur les parties aériennes de la plantule Col 0. À cette même concentration, la plantule 
9F32 ne montre qu'une légère inhibition de croissance racinaire. A 0,05 fiM de TA, 
l'hypocotyle de la plantule Col 0 est gonflé et sa croissance, tant aérienne que racinaire, est 
stoppée. A cette concentration, la mort de la plantule est inévitable sans transfert sur un milieu 
exempt de toxine. D'ailleurs, les symptômes visibles sur les plantules Col 0 germées sur des 
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concentrations de TA supérieures n'augmentent que très peu en intensité. Les plantules 9F32 
montrent une inhibition de croissance moins importante que celle du type sauvage de 0,05 à 
0,2 de TA. L'apparition de chlorose sur les cotylédons des plantules 9F32 est visible à 
0,75 nM de TA, soit à une concentration trois fois plus élevée que celle du type sauvage. Ces 
observations sont cohérentes avec une étude précédente chez A. thaliana qui a démontré qu'à 
des doses aussi faibles que 12 nM, des symptômes étaient visibles sur les cotylédons, et qu'à 
des concentrations de 50 nM ou plus, les plantules perdaient la capacité de développer leurs 
cotylédons (Scheible et al., 2003). 
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Figure 8. Phénotype sur TA. Phénotypes de plantules Col 0 (à gauche) et 9F32 (à droite) 
après 7 jours en germination sur différentes concentrations de TA. 
Toutefois, la tolérance de 9F32 à la TA n'est aucunement une insensibilité. En germination sur 
0,2 jiM de TA, 9F32 est presque aussi affecté que Col 0 et sa survie est menacée s'il n'est pas 
transféré sur un milieu sain. En effet, il nous a été possible de constater que les effets toxiques 
de la TA sur les plantules peuvent être réversibles suite à leur transfert sur un milieu exempt 
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de toxine, comme précédemment vu par le groupe de Scheible (Scheible et al., 2003). La 
sensibilité à la TA semble donc circonscrite dans le temps et l'espace. Les plantules sont plus 
sensibles au début de la germination, lorsqu'elles sont en croissance active. Jusqu'à un certain 
niveau de dommages de l'organisme, les effets néfastes de la TA ne perdurent pas en absence 
de la toxine (résultats non montrés). De la même manière, les plantules qui germent sur un 
milieu contenant de la TA y sont beaucoup plus sensibles que des plantules qui germent sur 
milieu sain et sont transférés après quelques jours sur le milieu contenant la TA puisque leurs 
stades de croissance sont différents (Résultats non présentés). 
En observant la figure 8, il est possible de constater une coloration brun-rouge sur 
l'hypocotyle des plantules 9F32 traitées avec 0,025 nM de TA. Cette présence de pigments 
d'anthocyanines est très représentative de la croissance de 9F32. Le mutant semble plus 
sensible aux variations de conditions de culture que le type sauvage. Une faible coloration de 
l'hypocotyle de la plantule 9F32 peut d'ailleurs être observée chez les plantules en absence de 
traitement à la TA (Figure 8). Cette présence constitutive de pigments pourrait trouver sa 
source dans l'expression génique du mutant (Voir section 2.2.2 Analyse transcriptomique). 
2.1.3 Croissance racinaire 
2.1.3.1 Croissance racinaire en germination sur TA 
Leiner et al. (1996) ont démontré que la TA avait un rôle d'inhibiteur de la croissance des 
racines. La croissance racinaire de 9F32 a donc été mesurée en présence de la TA afin 
d'évaluer si sa résistance à la toxine lui permettait de passer outre cette inhibition 
caractéristique. Les valeurs de croissance racinaire de plantules de génotypes Col 0 et 9F32 
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après 11 jours en germination sur des concentrations croissantes de TA ont été comptabilisées 
avec celles de plantules de même génotype germées sur méthanol (témoin) uniquement, de 
manière à exprimer une mesure de croissance racinaire relative (Figure 9). Chez le type 
sauvage Col 0 d'A. thaliana, la concentration à laquelle la croissance des racines est réduite de 
moitié, ou I50, a déjà été mesurée entre 25 et 50 nM (Scheible et al., 2003). 




P < 0.0001 **** 
P < 0.01 ** 
Traitement (uM TA) 
Figure 9. Croissance racinaire relative sur TA. Valeurs de croissance racinaire relative 
de plantules Col 0 et 9F32 après 11 jours en germination sur différentes concentrations 
de TA. Chaque bande représente la moyenne des croissances racinaires de 16 plantules 
germées sur une concentration de TA donnée, relativement à la moyenne des croissances 
racinaires du même nombre de plantules de ce génotype sur un milieu témoin avec 
méthanol. Les astérisques représentent la valeur prédictive (P) calculée par un Two-way 
ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. Cette expérience a été réalisée à sept reprises avec 
des résultats similaires. 
Comme il est possible de le voir à la figure 9, nous avons également obtenu une I50 avoisinant 
0,025 jjM pour le type sauvage, lors de notre réalisation de cette expérience. La valeur I50 que 
nous avons obtenue pour 9F32 se situe à environ 0,075 (iM, soit une concentration trois fois 
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supérieure à celle du type sauvage. Essentiellement, la valeur de croissance racinaire relative 
de 9F32 est significativement supérieure à celle de Col 0 à toutes les concentrations de TA 
mesurées, jusqu'à une concentration de TA de 0,2 ^M. A cette concentration, la croissance 
racinaire relative de 9F32 est presque aussi affectée par la toxine que celle de Col 0. Les 
valeurs de croissance racinaires que nous avons recueillies démontrent que 9F32 possède une 
tolérance près de trois fois plus grande à la TA que celle du type sauvage, mais qu'il n'y est 
pas résistant. Cet essai a été réalisé à sept reprises donnant des résultats semblables et 
fortement corrélés entre eux. Ces valeurs corrèlent avec nos observations de phénotypes en 
germination sur TA. 
2.1.3.1 Croissance racinaire en germination à différentes températures 
Une croissance racinaire réduite lors de la germination à des températures plus élevées que la 
normale est un phénotype retrouvé chez plusieurs mutants de la paroi chez Arabidopsis (Lane 
et al., 2001). La mesure de la croissance racinaire de plantules Col 0 et 9F32 en germination à 
différentes températures a été effectuées afin de vérifier si les deux génotypes répondaient de 
manière semblable à ce stress thermique (Figure 10). Dans les conditions habituelles de 
croissance d'Arabidopsis, c'est-à-dire 22°C, nous avons mesuré une croissance racinaire 
semblable pour Col 0 et 9F32. Nous avons également pu constater qu'en germination à une 
température de 4 degrés inférieure à la normale, soit 18°C, les deux génotypes étaient affectés 
d'une manière similaire. Par opposition à cela, un réchauffement des conditions de culture de 
seulement 2°C provoque une inhibition de la croissance racinaire significativement plus 
importante chez 9F32 que chez le type sauvage Col 0. Cet écart s'accentue encore davantage 
si la culture des plantules à lieu à une température de 28°C, soit 6°C supérieure à la normale. 
Cet essai a été réalisé à trois reprises donnant des résultats semblables et fortement corrélés 
entre eux. 
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Croissance racinaire en fonction de la température 
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Figure 10. Croissance racinaire à différentes températures. Croissance de racines de 
plantules Col 0 et 9F32 après 11 jours de germination à différentes températures. 
Chaque bande représente la moyenne des croissances racinaires de 14 plantules germées 
à une température donnée. Les astérisques représentent la valeur prédictive (P) calculée 
par un Two-way ANOVA suivi d'un test de Bonferroni. Cette expérience a été réalisée à 
trois reprises avec des résultats similaires. 
P < 0.01 
P < 0.0001 **** 
2.1.4 Métabolites secondaires 
2.1.4.1 Métabolites totaux 
11 a été montré que de nombreux métabolites secondaires jouaient un rôle important dans des 
voies telles que la préservation contre les infections microbiennes (Dixon, 2001). Une 
extraction de métabolites secondaires a été réalisée afin de visualiser si le métabolome de 
9F32 variait de celui de du type sauvage Col 0 en présence ou en absence de TA. Le mutant 
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résistant à la TA, txrJ, a été incorporé à cette expérience. La révélation aux UV des 
métabolites secondaires extraits et séparés par chromatographie sur couche mince a laissé voir 
des patrons de métabolites très semblables chez les 3 génotypes <ï Arabidopsis (Figure 11). 
Figure 11. Métabolites secondaires. Chromatographie sur couche mince des extraits de 
métabolites secondaires de plantules Col 0, 9F32 et txrl de 14 jours en culture liquide en 
présence ou en absence de TA pour 7 jours. Ordre de dépôt : 1 -Scopolétine, 2-
Scopolétine et Acide salicylique (AS), 3- Col 0 sans traitement, 4- Col 0 avec 0,05 jiM TA, 
5- 9F32 sans traitement, 6- 9F32 avec 0,05 nM TA, 7-txrl sans traitement, S-txrJ avec 
0,05 nM TA, 9- IAA. 
Un composé jaunâtre ne correspondant à aucun standard d'un R/ d'environ 0,75-0,77 est 
présent dans les extraits de plantules traitées à la TA. Il n'y a que chez txrl que ce composé 
semble être présent en absence de traitement à la TA. L'extrait de txrl traité à la TA comporte 
tout de même une plus grande quantité de ce métabolite. Un composé bleu pâle d'un R/ entre 
0,92 et 0,94 est également présent dans les extraits d'échantillons traités à la TA. De faible 
intensité chez Col 0, ce composé est retrouvé en plus grande proportion chez les 2 autres 
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génotypes. La scopolétine est un composé produit par les plantes en réponse à la TA qui est 
détectable par une fluorescence bleue sous UV (Lerat et al., 2009a). Bien que le R/ et 
l'apparence sous UV de ce composé se rapproche beaucoup du standard de la scopolétine 
visible dans le dépôt 1, une exposition à 254 nm le révèle avec une couleur grise-noire tandis 
que le standard de scopolétine demeure bleu clair (données non montrées). Il demeure tout de 
même possible que ce produit soit de la scopoline, un composé conjugué de la scopolétine, 
mais son identité n'a pas été investiguée. Finalement, un composé gris-bleu migrant très près 
du front de migration (Rf 0,97) est présent dans une proportion semblable chez tous les 
extraits de cette expérience, peu importe le génotype ou le traitement. L'intensité de ce patron 
des métabolites secondaires produits semble similaire dans les 3 génotypes. L'identification 
des métabolites produits en réponse à la TA pourrait être le mandat d'un autre projet. 
Toutefois, puisque la tolérance du mutant 9F32 à la TA ne semble pas être basée sur la 
production d'un nouveau composé de défense, leur identité n'a pas été l'objet de plus amples 
investigations. 
2.1.4.2 Lignine 
Bischoff et al. (2009) ont montré que la TA induisait une lignification ectopique de 
l'hypocotyle chez des plantules d'Arabidopsis. Une coloration de la lignine au phloroglucinol 
a été effectuée sur des plantules Col 0, 9F32 et txrl germés en présence de différentes 
concentrations de TA pour évaluer si la résistance à la TA des mutants influençait le processus 
de lignification. Les trois génotypes ne présentent aucune coloration de la lignine en absence 
de TA et tous montrent une coloration de la lignine au niveau de l'hypocotyle en culture avec 
la toxine, en accord avec la littérature. II est observable à la figure 12 que l'intensité de la 
coloration de la lignine varie selon le génotype et la concentration de TA. Les plantules Col 0 
sont les plus sensibles à la TA et présentent une forte coloration rouge de l'hypocotyle à 0,05 
jiM. Cette coloration est augmentée à 0,2 jaM, au point ou même les tissus conducteurs dans 
les cotylédons sont colorés. Les deux mutants, 9F32 et txrl, possèdent une coloration 
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beaucoup plus faible que celle du type sauvage à toutes les concentrations de TA visualisées. 
De plus, la région de l'hypocotyle affectée par cette lignification ectopique est plus restreinte 
en dimension chez les mutants. La coloration semble localisée dans les régions gonflées des 
plantules. Une coloration de la lignine est parfois visible à l'extrémité gonflée de la racine. En 
comparant les deux mutants entre eux, on constate que Ixrl, dont la résistance à la TA est 
légèrement supérieure à celle de 9F32 (données non montrées), présente une coloration de la 
lignine plus faible que celle de 9F32. La figure 12 présente une plantule de chaque traitement 
représentative des trois réplicas de coloration effectués. La lignification perçue via la 
coloration au phloroglucinol semble inversement proportionnelle à la résistance à la TA et 




Figure 12. Coloration de la lignine au phloroglucinol. Coloration de la lignine de 
plantules Col 0, 9F32 et txrl de 5 jours placées en présence de 0,05 jiM ou 0,2 jiM TA 
pendant 3 jours. 
MeOH 0,05 nM 0,2 nM 
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2.1.5 Entrée ou modification de la TA 
La disponibilité et l'intégrité de la TA sont deux facteurs qui peuvent grandement influencer 
les dommages occasionnés lors de l'infection (Strange, 2007). Des analyses ont donc été faites 
afin de déterminer si la tolérance de 9F32 à la TA émanait d'un mécanisme de défense basé 
sur ces facteurs. 
2.1.5.1 Entrée de la TA 
Une étude du mutant txrl a mis en évidence un taux d'entrée de la TA dans les plantules 
inférieur à celui du type sauvage. Ce phénomène serait responsable, selon les auteurs, de la 
résistance de ce mutant à la TA (Scheible et al., 2003). Une mesure du taux d'entrée de la TA 
a donc été réalisée sur des plantules Col 0, 9F32 et txrl afin d'évaluer si un mécanisme 
similaire était responsable de la résistance à la TA de 9F32. Des plantules âgées de sept jours 
des trois génotypes ont été mises en présence de différentes concentrations de TA marquée au 
carbone 14 pendant 12 heures. Ensuite, une extraction au méthanol sur les plantules et une 
mesure de l'activité radioactive présente dans les extraits de chacune des concentrations à été 
effectuée, afin de tracer une courbe d'entrée de la TA pour chacun des génotypes (Figure 13). 
A 2, 4 et 6 nM de TA, 9F32 et txrl présentent un nombre de désintégrations par minutes par 
masse de poids sec similaire et significativement inférieure à celle de Col 0. Cette plus faible 
activité radioactive signifie qu'une plus petite quantité de TA était présente dans les plantules 
au moment de l'extraction. Cela peut être dû à un mécanisme de détoxification plus 
performant du mutant ou à un mécanisme de transport altéré, comme chez txrl (Scheible et al., 
2003). A 10 [iM, par contre, une chute brutale de l'activité radioactive dans les plantules 
sauvages est observée. Ce phénomène peut être attribué à une mort cellulaire très importante 
causant une lyse des cellules et un relâchement de la TA dans le milieu de culture avant 
l'extraction. Contrairement à l'expérience de Scheible et al., le taux d'entrée de la TA dans les 
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plantules de mutants n'observe pas une courbe proportionnelle à la concentration de TA dans 
le milieu (Scheible et al., 2003). Le taux d'entrée observé lors de cette expérience est 
relativement constant, ce qui pourrait laisser croire à une absence de régulation de l'entrée ou 
à une saturation des mécanismes d'entrée ou des cibles disponibles. 
Figure 13. Entrée de la TA. Mesure de la radioactivité présente dans les extraits de 
plantules Col 0, 9F32 et txrl de 10 jours mis en présence de différentes concentrations de 
TA marquée pendant 12 heures. 
2.1.5.2 Modification de la TA 
La diminution de la toxicité de la TA via une modification structurale est un mécanisme de 
défense qui a déjà été recensée chez la pomme de terre (Acuna et al., 2001). Des plantules Col 
0 et 9F32 ont été mises en contact avec 2 mM de TA marquée au carbone 14 pour déceler la 
présence d'altérations de la toxine. Des extraits provenant de ces plantules et de leurs milieux 
de culture ont été visualisés par autoradiographie suite à une migration en deux dimensions. 
La figure 14 présente un montage des révélations sur écran des quatre conditions. 
Entrée de la TA 
Traitement (uM TA*) 
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Les deux chromatogrammes de la partie supérieure de la figure 14 présentent la migration des 
extraits provenant des plantules. Seule la région du dépôt de l'échantillon et la localisation de 
la TA après la migration en deux dimensions présentent une activité radioactive. Aucun 
composé issu de l'altération de la toxine ne semble présent à l'intérieur des plantules. 
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Figure 14. Modification de la TA. Chromatographie sur couche mince en deux 
dimensions des métabolites extraits de plantules Col 0 et 9F32 de 20 jours mis en 
présence de 2 mM de TA marquée pendant 24 heures ainsi que des extraits du milieu de 
ces cultures. La flèche noire la plus épaisse la localisation présumée de la TA après les 
deux migrations. Les cercles entourent les métabolites inconnus issus de la modification 
de la TA par Arabidopsis. 
La partie inférieure de la figure 14 illustre une toute autre possibilité. En plus de la zone de 
dépôt des échantillons et la zone de localisation finale de la TA, une nouvelle zone a présenté 
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une activité radioactive sur la chromatographie des extraits des milieux de culture lors de la 
révélation de l'écran qui y a été hybridé. L'apparition d'au moins quatre composés dérivés de 
la TA est visible chez le mutant 9F32 et chez le type sauvage. La présence de cette altération 
de la TA chez Col 0 indique que ce mécanisme n'est pas suffisant pour détoxifier un milieu 
contenant de la TA, la nature de ces altérations n'a donc pas été l'objet de recherches plus 
approfondies. 
2.2 Caractérisation génétique 
2.2.1 Cartographie et séquençage 
Une étape cruciale dans l'étude d'un nouveau mutant est de localiser sa mutation. La stratégie 
adoptée afin de localiser la mutation 9F32 a tout d'abord été l'utilisation de marqueurs 
moléculaires de cartographie. Pour ce faire, un croisement a été fait entre une lignée de 9F32 
ayant subi trois rétroc roisements pour nettoyer le fond génétique, et un écotype fréquemment 
utilisé pour le génotypage, Landsberg erecta (Ler). Ces croisements, ainsi que la première 
sélection effectuée avec la progéniture F2 du croisement, ont été effectués par un autre 
membre du laboratoire (Lerat et al., non publié). Au total, trois sélections en germination sur 
TA ont été effectuées. La figure 15 schématise les résultats obtenus lors de ces trois sélections. 
Les deux premières sélections ont été effectuées en utilisant 0,5 de TA comme agent de 
sélection. Pour chaque marqueur de cartographie, une fréquence de recombinaison de la 
progéniture du croisement avec Ler a été calculée dans le but de localiser la mutation. Les 
fréquences de recombinaison calculées pour des marqueurs sur les différents chromosomes ont 
permis d'établir que la mutation était localisée sur le cinquième chromosome, plus 
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précisément entre les positions 5206 et 5661 kb. La seconde sélection a permis de réduire la 
taille de l'intervalle de recherche de la mutation en déplaçant la borne gauche au kilobase 
5401, créant ainsi un intervalle de 260 kb où la mutation devait se trouver. 
Marqueurs 5005 5206 5388 5401 5661 5879 5958 (kb) 
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Figure 15. Schéma récapitulatif de la cartographie par marqueurs positionnels de la 
mutation. La partie supérieure du schéma représente la position en kb des marqueurs 
sur le cinquième chromosome. Chaque rangée en dessous représente une sélection, avec 
le nombre d'individus testés et le nombre de recombinants trouvés à chaque marqueur, 
surmonté d'une flèche orientée vers la position présumée de la mutation. L'encadré 
orange représente l'intervalle séquencé par pyroséquençage 454 Roche. L'encadré 
pointillé bleu représente l'intervalle actuel de recherche. 
À ce stade, la technique de séquençage massif à haut débit utilisant la technologie 454 Roche 
GS-FLX Titanium a été utilisée. Trente produits PCR se chevauchant et couvrant la totalité de 
l'intervalle de recherche ont été élaborés et envoyés à la plateforme de pyroséquençage de 
Génome Québec, deux produits PCR ont été rejetés. Au final, 215 551 paires de bases de 
séquence assemblées en 67 contigs ont été obtenus. Cette méthode se séquençage a permis la 
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couverture de 82,9% de l'intervalle et a validé la séquence de 53 des 75 gènes situés à 
l'intérieur (Voir Annexe IV). La majeure partie des 44,5 kb restants, dont la totalité des 
séquences codantes, a été séquencée par la suite par la méthode de séquençage traditionnelle 
Sanger (données non montrées). Ainsi, ces résultats de séquençage excluent la présence de la 
mutation 9F32 dans les séquences codantes situées entre 5401 et 5661 kb. Les résultats de 
séquençage réfutent donc la présence de la mutation 9F32 dans l'intervalle de recherche 
précédemment établi par la cartographie par marqueurs positionnels. 
Une nouvelle sélection sur TA a alors été effectué afin de vérifier les bornes de cartographie 
utilisées pour délimiter l'intervalle de recherche. Cette ultime sélection a été effectuée en 
utilisant une concentration moindre de TA, soit 0,05 jiM. En effet, cette concentration de 
toxine diminue fortement la mortalité rapide des plantules en germination, mais occasionne 
tout de même une nécrose importante permettant la discrimination des plantules résistants. Le 
but de cette diminution de concentration était de faciliter la sélection des plantules résistants et 
leur transfert sur un milieu sain afin de récolter leurs graines et de tester la progéniture de ces 
croisements résistants comme double vérification de la sélection. L'hypothèse d'un faux 
positif en cartographie a été émise pour expliquer une erreur dans l'établissement des bornes 
de l'intervalle de recherche. La troisième sélection a permis d'observer la présence aberrante 
d'individus recombinants pouvant déplacer les bornes des deux côtés au niveau du marqueur 
5661. Ces résultats montrent le manque de fiabilité de ce marqueur et explique la mauvaise 
position de la borne droite de l'intervalle de recherche. En se basant sur un marqueur 
supplémentaire à 5879 kb, et en excluant la région séquencée, une nouvelle zone de 
localisation prédite de la mutation a été établie entre les marqueurs 5661 et 5879. La fréquence 
de recombinaison de 1/688 chromosomes de la borne gauche versus 4 / 688 chromosomes 
pour la borne droite porte à croire que la mutation se trouve à 0,15 centimorgan au-dessus de 
la borne inférieure 5661 et 0,58 centimorgan sous la borne supérieure 5879. Ces valeurs de 
distances relatives des gènes sur le chromosome en centimorgan ne représentent pas de 
distances fixes en paires de bases nous permettant de localiser précisément la mutation, mais 
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sont un outil nous permettant d'estimer la position. Ainsi, la localisation estimée de 9F32 
serait dans le premier cinquième gauche des 218 kb du nouvel intervalle de recherche. 
Une nouvelle expérience de séquençage est prévue afin de déterminer la localisation de la 
mutation en utilisant la technologie Illumina. Cette technique permettra le séquençage de 
l'intégralité du génome de 9F32. La prédiction de la localisation de la mutation entre les 
marqueurs 5661 et 5879 pourra alors être vérifiée. 
2.2.2 Analyse transcriptomique 
Une analyse par micro-puces à ADN a été réalisée au Centre d'Innovation Génome Québec de 
l'Université McGill afin d'étudier globalement l'expression des gènes de 9F32 en 
comparaison avec celle de Col 0. La technologie Affymetrix ATH1 utilisant une puce par 
condition a été choisie, et trois puces ont été hybridées avec l'ADNc de chacun des génotypes 
germé en absence de TA. Les valeurs d'expression obtenues ont subi une normalisation RMA 
et une analyse statistique SAM par le logiciel FlexArray de la plateforme Génome Québec 
(Blazejczyk et al., 2007). Les patrons d'expression des deux génotypes ont ensuite été 
comparés. Sur les 23 000 gènes représentés sur les puces, 195 ont montré une variation 
d'expression de plus de deux fois (FC > 2) et une valeur prédictive inférieure à 0,05 (P < 
0,05) entre les deux génotypes d'Arabidopsis. 174 gènes ont montrés une expression 
augmentée et 21 gènes une expression diminuée chez le mutant 9F32 par rapport au type 
sauvage Col 0, en absence de TA. Le tableau de l'annexe V expose la liste complète de ces 
gènes, leur variation d'expression en logarithme à base 2 ainsi que leurs annotations telles que 
disponibles sur le site internet « The Arabidopsis Information Resource » (TAIR, 2012). 
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En entrant cette liste de gènes dans des banques de classification fonctionnelle des gènes telles 
que TAiR GO, AGR1GO et REVIGO, il est possible de déterminer si les protéines pour 
lesquelles codent ces gènes sont regroupées dans une localisation cellulaire commune ou 
possèdent des activités biologiques qui peuvent être réunies dans une même voie métabolique. 
Cette analyse a révélé qu'aucun compartiment cellulaire n'est significativement plus 
représenté que les autres parmi les gènes dont l'expression varie. Près de 10 % des protéines 
encodées par les 195 gènes sont excrétées ou localisées à la paroi, et les autres sont retrouvées 
dans les autres membranes et compartiments de la cellule. 
Tableau 2. Catégories d'annotations biologiques les plus représentées dans la liste des 
gènes dont l'expression varie de plus de deux fois dans l'analyse de micro-puces 
d'Affymetrix 
Catégorie d'annotations biologiques # gènes 
Réponse de stress 78 
Réponse de défense 52 
Réponse stress oxydatif 30 
Hormones - Acide salicylique 21 
Lumière 20 
Métabolisme secondaire 17 
Phosphate 13 
Karrikins 9 
La catégorisation de la fonction biologique de ces gènes a donné des résultats plus 
significatifs. Le tableau 2 présente les six catégories d'annotations biologiques liées aux 195 
gènes et dont la présence se distingue le plus significativement de l'expression basale 
généralement observée chez Arabidopsis. Les gènes associés aux réponses de stress occupent 
une part très importante de ces annotations biologiques. En effet, bien que les plantules 
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utilisées pour cette analyse aient germé en absence de toxine ou d'infection, plus de 40% des 
gènes dont l'expression varie chez le mutant 9F32 sont associés aux réponses de stress. Parmi 
eux, 52 gènes ont une fonction dans les réponses de défense. La banque Mapman, qui 
considère certaines fonctions prédites des gènes, relie 82 des 195 gènes dont l'expression varie 
à des stress biotiques. La figure 23 de l'annexe VI illustre la répartition de ces gènes selon 
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Figure 16. Voie de défense de l'acide salicylique (AS) et des EAO (modifiée de Wrzaczek, 
2010). Les intéracteurs encerclés en rouge ont une expression transcriptionnelle 
augmentée de plus de deux fois chez 9F32. L'encadré rouge présente d'autres 
intéracteurs de la voie de l'AS dont l'expression est augmenté chez 9F32, et leur 
localisation par des flèches pointillées. 
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L'utilisation de plusieurs banques de données d'annotations est ici d'une grande utilité car 
l'annotation du génome à"Arabidopsis est toujours en cours et chacune de ces banques 
possède une information fragmentaire. En assemblant les données de ces banques, il est 
possible de constater une activité basale inhabituelle d'une voie de réponse de défense chez le 
mutant 9F32. Plus précisément, c'est la voie de défense de l'acide salicylique (AS) qui est 
induite de manière constitutive chez 9F32. L'AS est une phytohormone importante chez les 
plantes, entre autre impliquée dans l'induction de l'immunité systémique acquise (SAR) lors 
d'une réponse hypersensible (RH). La voie de défense médiée par l'AS en réponse aux 
organismes biotrophes nécessite une cascade de signalisation impliquant plusieurs 
intéracteurs, dont plusieurs ont une expression augmentée chez 9F32, tel qu'illustré à la figure 
16. Les protéines encerclées en rouge dans la figure 16 correspondent aux gènes dont 
l'expression est augmentée chez 9F32, et l'encadré rouge détaille quelques intéracteurs 
supplémentaires de cette voie, également augmentés chez 9F32. 
Les protéines clés du mécanisme de défense de l'AS sont présentes dans la liste des gènes 
dont l'expression est augmentée chez 9F32. En premier lieu, il y a ACCELERATED CELL 
DEATH 6 (ACD6), reconnu comme récepteur et effecteur de la voie de défense de l'AS (Lu et 
al., 2003). PHYTOALEX1N DEFICIENT 4 (PAD4) qui a un effet prédit dans la mise à 
disponibilité des précurseurs de l'AS est mis à contribution par ACD6 (Lu et al., 2009). 
ISOCHORISMATE SYNTHASE 1 (1CS1) et son régulateur positif SAR DEFICIENT 1 
(SARD1) induisent alors la synthèse de l'AS (Wrzaczek et al., 2010). Ensuite, la protéine 
charnière dans cette voie de défense, NONEXPRESSER OF PR GENES 1 (NPR1) oriente la 
réponse vers la voie de l'AS (Wrzaczek et al., 2010). Les facteurs de transcription WRKY 38, 
53 et 54 ainsi que les MYB 51 et 62 et les sept représentants de la famille des récepteurs-like 
kinase riche en cystéine (CRK.) DUF26 impliqués dans les mécanismes de défense et la MCP 
transmettent à leur tour le signal et induisent la transcription de gènes de défense tels que les 
protéines PR (PATHOGENES1S-RELATED) (Lu et al., 2009). Au final, il semble manifeste 
que la mutation 9F32 occasionne une augmentation de l'expression d'une grande part des 
gènes de la voie de l'AS. Les EOA sont une part intégrante de plusieurs voies de signalisation, 
et celle de l'AS n'y fait pas exception et la présence de nombreux gènes associés au stress 
oxydatif peut y être rattachée. 
Plusieurs gènes de la voie de réponse à la lumière ont une expression génique altérée chez 
9F32. Sur les 20 gènes recensés dans cette voie, sept gènes présentent une expression 
diminuée et treize sont augmentés. Aucune signalisation métabolique ne semble les 
rassembler, ce qui pourrait signifier que leurs rôles en réponse à la lumière est accessoire et 
qu'ils ont une fonction autre chez 9F32. Toutefois, certains d'entre eux pourraient jouer un 
rôle au niveau du photomorphisme singulier du mutant germé à l'obscurité. 
Une seconde voie métabolique comporte plusieurs protéines dont les gènes montrent une 
expression génique augmentée dans une proportion importante chez le mutant, il s'agit de la 
voie de biosynthèse des anthocyanines. Chez 9F32, le facteur de transcription MYB90/PAP2 
ainsi que cinq des six enzymes nécessaires à la synthèse de ces métabolites secondaires 
colorés ont une expression transcriptionnelle augmentée de plus de deux fois par rapport au 
type sauvage (Routaboul et al., 2006). Cette variation d'expression pourrait être liée au 
phénotype de coloration de l'hypocotyle observé en germination. 
Le phosphate est un élément essentiel à la croissance végétale dont la disponibilité peut parfois 
être limitée dans le sol. Les plantes possèdent des mécanismes pour faire l'acquisition du 
phosphate sous différentes formes. Treize gènes impliqués dans ces voies ont une expression 
augmentée chez 9F32. Le facteur de transcription MYB62, induit en situation de privation de 
phosphate (Devaiah et al., 2009), en fait partie et est trois fois plus exprimé chez le mutant. 
Une réponse transcriptionnelle cohérente avec une privation en phosphate a déjà été observée 
chez des cellules d'Arabidopsis en suspension suite à un traitement à la TA (N. Beaudoin, 
Communication personnelle), il est donc intéressant de constater une réponse similaire chez 
un mutant plus tolérant à la TA. Une transcription importante associée à l'activité phosphatase 
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est décelée chez le mutant. Par ailleurs, l'expression de cinq membres de la famille des 
phosphatases acides pourpres est augmentée. En plus de leur rôle au niveau de l'acquisition du 
phosphore, les phosphatases acides pourpres sont impliquées dans l'enlèvement et la gestion 
des EAO (Olczak et al., 2003). Ces enzymes sont donc également associées aux réponses de 
stress oxydatif largement représentées parmi les gènes dont l'expression varie chez 9F32. 
Une autre voie présente en importante quantité parmi la liste des gènes dont l'expression varie 
est celle de la réponse aux karrikins. Les karrikins sont une classe de molécules initialement 
découvertes dans la fumée de matériel végétal, qui stimulent la germination et influencent les 
premiers stades du développement de plusieurs plantes (Nelson et al., 2011). Ces molécules 
dont la biosynthèse est possiblement dérivée de la cellulose induisent la germination en 
réponse à la perception de la lumière des semences (Nelson et al., 2010). Deux gènes dont les 
protéines sont importantes dans l'induction de la germination ont une expression réprimée 
chez 9F32, il s'agit de l'arginine décarboxylase 2 (ADC2) et d'une UDP-glucosyltransférase, 
UGT74E2. Bien que le mécanisme par lequel ces gènes régulent l'induction de la germination 
soit encore inconnu à ce jour, cette perturbation pourrait être en lien avec le retard de 
germination du mutant. 
En comparant la liste des gènes dont l'expression varie chez 9F32 avec les gènes dont 
l'expression varie chez des suspensions cellulaires à'Arabidopsis traitées à la TA (Duval et 
Beaudoin, 2009) aucun recoupement significatif n'a pu être établie. La comparaison des gènes 
dont l'expression varie chez 9F32 et txrl n'a mis à jour aucune corrélation significative entre 
les deux mutants, qui n'ont que quatre gènes dont l'expression varie en commun. Fait 
étonnant, le gène dont l'expression est la plus augmentée chez txrl est également celui dont 
l'expression est la plus augmentée chez 9F32. Il s'agit de At2g21640 qui code pour une 
protéine de fonction inconnue considérée comme un marqueur de stress oxidatif. 
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Validation des résultats de micro-puces par qPCR 
Corrélation 
2-\ 
Y = 1,132 ±0,05951 
R2 = 0,9837 
P< 0,0001 
2 
Figure 17. Corrélation des valeurs d'expression des puces Affymetrix et des données 
qPCR en log 2. Les valeurs utilisées pour la régression linéaire sont les moyennes de 
triplicatas de rapports de variation d'expression (FC), exprimées en log 2. La corrélation 
est exprimée selon le coefficient de Pearson et sa valeur prédictive est calculée 
bilatéralement. 
La validation des résultats de l'analyse par micro-puces a été effectuée par qPCR en utilisant 
cinq gènes dont l'expression est augmentée dans les micro-puces et trois gènes dont 
l'expression y est diminuée. La figure 17 présente la corrélation entre les moyennes de ces 
deux séries de données. La régression linéaire des données des deux séries (Y= 1,132 ± 
0,05951, R2 = 0,9837, P < 0,0001 ) montre une forte corrélation de Pearson. La pente de 
cette droite de régression présente toutefois un écart de 13% entre les deux méthodes. Ce 
facteur de différence entre les deux méthodes peut être expliqué par le fait que les gènes de 
référence utilisés par chacune d'elles afin d'établir la variation d'expression ne sont pas les 
mêmes. Les valeurs d'expression des micro-puces Affymetrix sont calculées par rapport aux 
valeurs d'expression des gènes Actine 2 et 7 alors que les valeurs de variation d'expression 
obtenues par la méthode de qPCR sont calculées par rapport à l'expression du gène de 
64 
l'Actine 2 uniquement. Selon la corrélation de la droite de régression, le pourcentage d'écart 
entre les deux méthodes est appliqué uniformément sur toutes les données. Ainsi il est possible 
d'en conclure que bien qu'il existe un biais entre ces deux méthodes et leurs méthodes de 
calcul les valeurs d'expression des micro-puces sont justes. 











Figure 18. Validation biologique des valeurs d'expression des puces par RT-PCR. 
Visualisation sur gel d'agarose de l'amplification RT-PCR de cinq gènes dont 
l'expression est augmentée dans les puces, trois dont l'expression est réprimée et du gène 
de référence Actine 2 sur des extraits de Col 0 et de 9F32. Les identifications AGI des 
gènes sont à gauche et les variations d'expressions obtenues par les micro-puces 
Affymetrix (FC) sont exprimées en log 2 à droite. Pour chacune des bandes de gel, 
l'échantillon de Col 0 est placé à gauche et celui de 9F32 est placé à droite. 










Afin de confirmer la valeur biologique de l'analyse transcriptionnelle, une analyse par RT-
PCR a été réalisée sur des extraits indépendants d'ARN de plantules Col 0 et 9F32. Les cinq 
gènes augmentés et les trois gènes réprimés chez 9F32 utilisés pour la validation de résultats 
des micro-puces par qPCR et le gène de référence Actine 2 ont été amplifiés par RT-PCR pour 
chacun des génotypes et visualisés sur gel afin de comparer leurs niveaux d'expression avec 
les valeurs obtenues par l'analyse de micro-puces. II est possible d'observer à la figure 18 que 
même si les proportions entre les niveaux d'expression ne sont pas toujours identiques, dans 
tous les cas la tendance de l'expression est maintenue entre les deux extractions. Ainsi les 
variations de l'expression transcriptionnelle mesurées par l'analyse des micro-puces 
représentent fidèlement le métabolisme altéré du mutant 9F32. 
2.3 Interaction plante-agent pathogène 
La dernière étape de la caractérisation du mutant 9F32 a consisté à le mettre en présence de 
l'agent pathogène causant la gale commune afin de d'évaluer si la plus grande tolérance à la 
TA induite par la mutation permet à la plante de confronter avantageusement la bactérie lors 
d'une infection. Cette relation entre la sensibilité à la TA et la susceptibilité à la gale 
commune des cultivars était considérée comme établie, mais des études récentes divergent à ce 
sujet (Hiltunen et al., 2011; Tegg et Wilson, 2010). 
Deux tests d'infection ont été effectués sur des plantules d'Arabidopsis de trois génotypes; soit 
le type sauvage Col 0, notre mutant 9F32 ainsi que l'autre mutant résistant à la TA, txrl. Le 
premier test d'infection a mis les plantules des trois génotypes en présence de bandes d'agar 
inoculées avec les souches de S. scabies EF-35 ou M13. La souche phytopathogène EF-35 a 
été isolée au Québec en 1993 (Faucher et al., 1993). La souche Ml3 est issue d'une 
mutagénèse chimique de la souche EF-35 et est affectée dans la voie de production de la TA 
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(Goyer et al., 1998). La figure 19 présente l'aspect des plantules après six jours en présence 
d'agents pathogènes. La rangée A représente la croissance normale des trois génotypes et est 
constituée de plantules poussées en absence de bactéries. La deuxième rangée montre les 
plantules infectées avec la souche EF-35, et la dernière les plantules infectées avec la souche 
non pathogène M13. 
Col 0 9F32 txrl 
Figure 19. Infection I. Phénotype de plantules Col 0, 9F32 et txrl après 6 jours de 
croissance en absence d'agents bactériens (A) ou en présence de S. scabies souche EF35 
(B) ou de S. scabies souche M13 (C). 
Le pouvoir pathogène de la souche EF-35 est manifeste, les plantules des trois génotypes 
présentent une inhibition de croissance racinaire marquée, et les parties aériennes des plantules 
Col 0 et 9F32 montrent une chlorose et une nécrose importante. La sensibilité de chacun des 
génotypes de plantules à la souche EF35 n'est pas la même. Les plantules Col 0 sont les plus 
affectées par l'infection de S. scabies, et les mutants 9F32 et txrl suivent dans cet ordre. 
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L'effet bactérien est observable à la rangée C de la figure 19. En présence de la souche 
bactérienne M13, incapable de produire la TA, les plantules des trois génotypes ne présentent 
pas de nécrose, mais montrent tout de même une inhibition de croissance des racines 
primaires. Une chlorose est visible chez les deux mutants, alors que le type sauvage semble au 
contraire d'un vert plus foncé en présence de la bactérie non-pathogène. Phénomène 
intéressant, les feuilles des plantules infectées avec la souche M13 sont plus grandes et ont une 
apparence gonflée. La concentration de racines secondaires de ces plantules est également 
augmentée, et les racines ont une apparence plus épaisse que celles des plantules non traitées. 
La production d'auxine par la bactérie ou la plante au moment de l'infection est suspectée 
d'être la cause de ces phénomènes, bien qu'aucune évidence ne confirme cette théorie pour le 
moment. 
Figure 20. Infection I, parties supérieures. Observations au binoculaire de plantules 
après 6 jours de croissance en présence de S. scabies souche EF35. Partie supérieure de 
plantules Col 0 (A), 9F32 (B) et txrl(C). Initiation de racines secondaires chez 9F32 (D). 
Les parties aériennes des plantules, plus sensibles à la TA, montrent une large gamme de 
phénotypes en réponse à l'infection par S. scabies. La figure 20 présente des agrandissements 
au binoculaire de la partie supérieure de plantules infectées par la souche EF35 de S. scabies 
lors de la première expérience d'infection. La plantule de type sauvage Col 0 (Figure 20-A) est 
totalement nécrosée et représente le génotype le plus sensible à l'infection. La plantule 9F32 
(Figure 20-B) montre aussi une nécrose importante des feuilles inférieures, toutefois le 
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méristème apical semble sain, présente une teinte verte foncée, et est entouré de trois feuilles 
de teintes vertes pâles. L'infection semble avoir moins d'impact sur la croissance de la 
plantule 9F32 que sur la plantule de type sauvage, mais c'est la plantule du mutant txrl 
(Figure 20-C) qui résiste le mieux à l'infection de S. scabies. L'infection provoque une légère 
inhibition de la croissance chez txrl, mais très peu de nécrose. Le mutant txrl possède une 
tolérance plus importante à la TA que 9F32 (donnée non montrée). Sa résistance à l'infection 
par la souche EF-35 est également supérieure, ce qui tend à montrer que la résistance à la 
toxine est un atout considérable lors de l'infection. 
L'initiation de racines secondaires n'est pas uniquement occasionnée par la souche non-
pathogène M13, la figure 20-D montre un gros plan des racines d'une plantule 9F32 lors de 
l'infection par la souche EF-35 de S. scabies. La présence d'une densité inhabituellement 
élevée de racines secondaires y est retrouvée en réponse à l'infection. Cette réponse à l'agent 
pathogène est retrouvée chez les trois génotypes de plantules. L'hormone présumée 
responsable de cette physionomie est l'auxine, dont la production en présence de la souche 
EF-35 a déjà été recensée (Legault et al., 2011). La présence du Streptomyces pathogène peut 
donc avoir un effet positif sur certaines voies de la croissance végétale via une production 
d'auxine. 
Une deuxième expérience d'infection a été réalisée en retirant les bandes de géloses 
d'inoculation des bactéries afin de diminuer la sévérité des symptômes. Le test d'infection a 
placé les trois mêmes génotypes de plantules en contact avec deux souches phytopathogènes 
de S. scabies et une souche non-pathogène parente, S. bottroprensis. Des hybridations d'ADN 
entre des souches de S. scabies et d'autres de S. bottroprensis ont montrées une homologie 
variant de 37 à 74% (Healy et Lambert, 1991). Malgré cette similitude génomique entre les 
deux espèces, S.bottroprensis ne possède pas l'îlot de pouvoir pathogène caractéristique des 
agents causant la gale commune et est incapable de produire de la TA ou de causer la maladie. 
Les plantules sont placées selon leur génotype, Col 0, 9F32 et txrl, respectivement de gauche 
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à droite pour toutes les conditions de la figure 21. Comme vu précédemment avec la souche 
non-pathogène M13, un effet bactérien positif est observé chez les plantules infectées avec S. 
boilroprensis (Figure 21-B) en comparaison avec les plantules poussées en absence de 
bactéries (Figure 21-A). En sa présence, les trois génotypes de plantules présentent une 
apparence saine, des feuilles légèrement gonflées, d'un vert foncé et une croissance racinaire 
très peu inhibée. Une stimulation de la croissance des racines secondaires est également 
visible. 
Figure 21. Infection II. Phénotype de plantules Col 0, 9F32 et txrl après 12 jours de 
croissance en absence d'agents bactériens (A) ou en présence de S. bottroprensis (B), de S. 
scabies souche EF35 (C) ou de S. scabies souche 87-22 (D). Le trait représente une échelle 
d'un centimètre. Les flèches indiquent la position des bandes d'agar d'inoculum. 
Il a déjà été montré dans la littérature qu'il existe une grande variabilité génétique à l'intérieur 
de l'espèce S. scabies (Goyer et al., 1996; Wanner, 2006). Cette variabilité entraîne des 
pouvoirs pathogènes dissemblables chez les différents isolats d'une même espèce. La 
deuxième expérimentation d'infection a consisté à mettre des plantules de Col 0, 9F32 et txrl 
en présence de deux isolats de S. scabies. Le premier est la souche isolée au Québec EF-35 et 
le second est la souche 87-22 qui a été isolée au Wisconsin aux États-Unis et dont la séquence 
est disponible depuis (GenBank Accession no. FN554889). La figure 21-C montre l'infection 
par la souche EF-35. Les racines des trois génotypes de plantules sont épaisses et densément 
fournies en racines secondaires. Puisque les bandes d'agar contenant l'inoculum ont été 
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déposées à la base des racines, la longueur de celles-ci avant l'infection est indiquée par flèche 
sur les images C et D de la figure 21. Suite à l'infection, la croissance racinaire est arrêtée 
chez la plantule Col 0 et bien que ralentie, la croissance racinaire des deux mutants perdure 
malgré l'invasion. Cette croissance racinaire est la principale distinction entre les plantules 
mutants et celui du type sauvage puisque les parties aériennes des trois plantules montrent de 
la chlorose et une importante coloration d'anthocyanines. Considérant que l'inhibition de la 
croissance des racines est un effet caractéristique de la TA, on peut supposer que la résistance 
à la toxine des deux mutants leur permet de résister plus adéquatement à l'infection. 
Une réponse similaire est observable suite à l'infection par la souche 87-22 (Figure 21-D). 
Encore là, la croissance racinaire des mutants est réduite, tandis que celle du type sauvage est 
stoppée. Une inhibition de la croissance des feuilles et une accumulation importante 
d'anthocyanines est présente sur les parties aériennes des plantules des trois génotypes en 
présence de cette souche. Néanmoins un bourgeon axillaire vert et sain est présent chez les 
deux mutants et est gage de leur meilleure résistance à l'infection. 
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CHAPITRE 3 - DISCUSSION 
La gale commune de la pomme de terre, causée par l'agent pathogène S. scabies, est une 
maladie qui occasionne d'importantes pertes à travers le monde par la dépréciation des 
récoltes. La TA est la principale toxine employée par S. scabies dans l'établissement de son 
infection. Sa présence est d'ailleurs nécessaire et essentielle à l'établissement des symptômes 
de la gale commune. Le mutant EMS 9F32 a donc été isolé dans notre laboratoire, pour sa 
plus grande tolérance à la TA, afin d'étudier le mécanisme d'action de cette toxine. Mes 
travaux portent sur l'étude de ce mutant dans la perspective de mieux comprendre les 
mécanismes de toxicité de la TA ainsi que le mécanisme occasionnant la résistance de 9F32. 
Pour ce faire, une caractérisation phénotypique et génétique du mutant a été effectuée. 
L'observation de la réponse à l'infection du mutant 9F32 par l'agent pathogène S. scabies a 
également eu lieu. 
3.1 Caractérisation phénotypique 
L'aspect général et la croissance d'une plante peut en dire long sur son état de santé ou une 
perturbation de son métabolisme. À première vue, le mutant 9F32 ne paraît pas très différent 
du type sauvage Col 0 dont il est issu. Cependant, qu'il soit germé in vitro ou en terre, 9F32 
présente impérativement un retard de croissance et une biomasse inférieure à celle du type 
sauvage. Dans le premier cas, le retard est comblé à temps pour permettre une floraison 
synchronisée avec le type sauvage. La petite taille du mutant quant à elle perdurera toutefois 
tout au long de la croissance de la plante. Plusieurs gènes dont l'expression varie sont associés 
à la réponse aux karrikins, impliquée dans la germination, et pourraient être impliqués dans le 
retard de germination du mutant. Une coloration d'anthocyanines est également fréquemment 
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présente au niveau de l'hypocotyle du mutant. Il est intéressant de savoir qu'en situation de 
privation de phosphate l'induction de gènes s'accompagne généralement de changements 
morphologiques chez les plantules, tels qu'une architecture altérée des racines, une diminution 
de la taille des parties aériennes de la plantule et une accumulation d'anthocyanines (Devaiah, 
2009). Ces modifications sont non sans rappeler le phénotype de 9F32. Ainsi, certains 
phénotypes du mutant pourraient être directement reliés à ces variations d'expressions 
géniques. 
Lors d'une germination à l'obscurité, les plantules adoptent une morphologie dite étiolée, 
c'est-à-dire que la vitesse d'élongation des entre-nœuds est accélérée dans le but d'atteindre 
une source de lumière. Dans le cas de l'initiation de la germination, cela se traduit par une 
élongation importante et rapide de l'hypocotyle. Cette croissance rapide se divise en deux 
stades régulés par des mécanismes moléculaires différents. Dans les 48 heures suivant 
l'imbibition, la germination est dans une phase d'élongation lente et étroitement liée à la 
synthèse de cellulose (Pelletier, 2010). Le second stade est une phase d'élongation rapide non 
couplée à la synthèse de cellulose et ultérieure au remodelage de la paroi (Refrégier, 2004). Il 
a d'ailleurs été montré que cette phase de croissance est insensible à l'inhibiteur de 
biosynthèse de la cellulose isoxabène (Pelletier, 2010). Un mécanisme de détection des 
perturbations de la paroi est tout de même actif lors de cette croissance accélérée et peut 
freiner l'élongation via l'expression du gène de l'acide 1-aminocyclopropane-l-carboxylique 
(ACC) (Tsang, 2011). Chez 9F32 le retard de germination est accentué encore davantage lors 
de la croissance à l'obscurité. Au moment où la croissance de 9F32 débute enfin, soit un jour 
ou deux après le type sauvage, il est possible d'observer des plantules aux proportions 
régulières par opposition aux plantules étiolées du type sauvage dans les mêmes conditions. 
Cette inhibition de l'élongation à l'obscurité pourrait être liée à l'expression augmentée de 
l'ACC et de son effecteur de la voie de Péthylène, la monooxygénase flavine-dependante 1 
(FMOI) également augmenté chez le mutant. La structure atypique de la base de l'hypocotyle 
qui prend la forme d'un crochet très accentué est d'ailleurs souvent associée à la présence 
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d'ACC (De Grauwe, 2005). Le photomorphisme présenté par 9F32 pourrait donc résulter 
d'une modification de la voie de réponse du mutant 9F32 à l'éthylène. 
Une autre condition de culture où 9F32 se distingue du type sauvage est celle de la 
germination à des températures restrictives. Une croissance racinaire significativement 
inférieure est observée chez le mutant à des températures de 24°C et 28°C. Bien que cette 
thermo-sensibilité n'ait pas été élucidée, ce phénomène est fréquemment retrouvé chez les 
mutants de la paroi végétale (Arioli et al., 1998; Desnos et al., 1996; Lane et al., 2001; 
Williamson et al., 2001). Une altération physique ou transcriptionnelle en lien avec la paroi 
pourrait donc être responsable du phénotype de ce mutant d'un inhibiteur de la biosynthèse de 
la cellulose qu'est la TA. 
Bien évidemment, le phénotype le plus intéressant du mutant 9F32 est celui pour lequel il a 
été isolé, c'est-à-dire sa tolérance à la TA. La TA est une toxine reconnue pour inhiber la 
croissance racinaire et induire une nécrose des parties aériennes chez une grande variété de 
plantes, dont Arabidopsis thaliana (Leiner et al., 1996). Cette étude a permis de mesurer que 
9F32 est trois fois plus résistant en germination sur la toxine que le type sauvage, autant au 
niveau du développement de nécroses sur les parties supérieures des plantules ou du 
gonflement de l'hypocotyle que de la croissance racinaire. 
Une étude récente a montrée que la TA induisait une lignification ectopique de l'hypocotyle 
chez Arabidopsis (Bischoff, 2009). L'explication donnée pour expliquer ce phénomène est que 
la lignification serait induite en réponse à une perturbation de l'homéostasie de la paroi 
(Rogers, 2005). Ainsi, la perturbation de la paroi induite par la TA induirait une réponse de 
lignification ectopique chez les plants traités. À l'aide de la coloration de la lignine au 
phloroglucinol, il nous a été possible de visualiser que la lignification induite en réponse à la 
TA est localisée au niveau de l'hypocotyle, plus précisément dans les régions hypertrophiées 
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par l'action de la toxine. L'intensité de la coloration semble être corrélée avec la concentration 
de toxine, et donc proportionnelle à l'intensité des symptômes. La coloration de la lignine 
observée chez les deux mutants tolérants à la TA est beaucoup moins importante que celle 
observée chez le type sauvage, et elle est inversement proportionnelle à la résistance de 
chacun d'eux à la toxine. Ces observations sont consistantes avec la théorie selon laquelle la 
lignification serait induite en réponse aux dommages occasionnés par l'inhibiteur de synthèse 
de la cellulose. 
Les autres métabolites secondaires produits par les plantules 9F32 en réponse à la TA ne 
semblent pas responsables du phénotype de résistance puisqu'aucun nouveau métabolite n'a 
été décelé chez le mutant 9F32 en réponse à la TA, et que les métabolites secondaires 
présents chez tous les génotypes de plantules ne diffèrent pas en concentration d'avec ceux des 
plantules de Col 0 et de txrl. 
Une visualisation de l'intégrité de la TA par chromatographie sur couche mince en deux 
dimensions a été effectuée à l'aide de TA marquée au carbone 14 afin de déterminer si le 
mécanisme de résistance de 9F32 est basé sur une modification de la toxine. Aucune altération 
de la toxine spécifique à 9F32 n'a pu être décelée lors de cette analyse, toutefois la présence 
de nouveaux composés possédant une activité radioactive a pu être décelée chez le type 
sauvage et le mutant. Comme cette expérimentation est exécutée dans l'eau, on peut affirmer 
qu'une altération de la structure de la TA ou une liaison de la TA avec un métabolite ou un 
composant de la plante a donc lieu dans les plantules d'Arabidopsis. Ce changement n'est par 
contre pas suffisant pour permettre l'évitement des effets toxiques de la TA puisque le type 
sauvage y est toujours sensible. 
Un autre mécanisme pour se soustraire aux effets d'une toxine est de développer des 
mécanismes permettant d'éviter son contact ou son action. Le mutant plus résistant à la TA 
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txrl présente un taux d'entrée de la TA inférieur à celui du type sauvage, ce qui a été jugé 
responsable de se résistance (Scheible et al, 2003). La mesure du taux d'entrée de la toxine 
chez 9F32 a montré une valeur similaire à celle du mutant txrl, et bien inférieure à celle du 
type sauvage. Cette diminution de la concentration de TA présente à l'intérieur des plantules 
de 9F32 pourrait expliquer la sévérité moindre des symptômes chez le mutant, mais la raison 
en demeurera inconnue jusqu'à la localisation de la mutation. 
3.2 Caractérisation génétique 
A ce jour, tous nos efforts pour localiser la mutation sont restés vains, mais la recherche se 
poursuit. Dans l'attente de l'identification de la mutation 9F32, il est possible de spéculer sur 
les candidats potentiels situés dans l'intervalle de recherche à la distance calculée par les 
marqueurs moléculaires. Les deux gènes localisés dans cette région sont At5g 17300, un 
facteur de transcription MYB-like impliqué dans la croissance de Fhypocotyle par la 
régulation d'auxine, et At5gl 7310, une UDP-glucose pyrophosphorylase 2 exprimée durant la 
germination en réponse à différents stress. Chacun de ces candidats potentiels offre une 
perspective intéressante dans la recherche du mécanisme d'action de la TA. 
L'analyse de l'expression transcriptionnelle du mutant 9F32 a mis à jour l'augmentation de 
l'expression de plusieurs gènes regroupés dans certaines voies, telles que la biosynthèse 
d'anthocyanines et la réponse à la privation de phosphate, qui peuvent facilement être reliées 
au phénotype du mutant. Une voie se démarque cependant des autres, la voie de réponse de 
défense via l'acide salicylique. L'AS est un composé phénolique qui s'accumule dans un 
premier temps dans les tissus infectés, et ensuite dans le reste de la plante pour induire une 
réponse systémique acquise contre les agents pathogènes biotrophes (Durner et al., 1997). 
L'accumulation d'AS dans les cellules résulte en l'induction de la transcription des protéines 
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PR responsables de la résistance (Sendon et al., 2011). Ce qui est intéressant dans l'induction 
constitutive de cette voie de défense c'est qu'elle n'est habituellement pas impliquée dans la 
réponse à la TA (Duval et Beaudoin, 2009). Dans la littérature, des mutants exprimant 
constitutivement la protéine ACD6, dont l'expression est augmentée chez 9F32, ont montrés 
une faible augmentation de la concentration d'AS interne mais une forte résistance à des 
infections par des agents pathogènes non traditionnellement ciblés par cette réponse de 
défense (Dong, 2004; Devadas et Raina, 2002). La mutation 9F32 pourrait donc activer cette 
voie à la manière d'un pré-traitement, ce qui permettrait au mutant de mieux répondre à 
l'action de la TA. 
Au final, il est intéressant de noter que la mutation 9F32 induit un changement d'expression 
transcriptionnelle d'une quantité appréciable de gènes, et que ces derniers sont parfois 
regroupés pour former des voies entières. Bien entendu, le nombre important de facteurs de 
transcription dont l'expression est augmentée chez 9F32 peut en partie expliquer cette 
situation. Il est toutefois impossible de déterminer si ces voies ont un lien entre elles, ou si 
elles sont responsables du phénotype de tolérance à la TA de 9F32, tant que la localisation de 
la mutation et son impact sur sa protéine seront inconnus. 
Bien que la résistance à la TA observée chez 9F32 ne soit pas encore élucidée, certaines 
avenues peuvent être écartées telle que la modification de la toxine. Parallèlement, la difficulté 
du mutant à croître dans des conditions restrictives et la production constitutive de métabolites 
secondaires liés à la paroi de 9F32 pourraient être des manifestations de la croissance d'une 
paroi modifiée, plus apte à résister aux dommages de la TA. Un mécanisme similaire 
favorisant l'évacuation de la TA chez les mutants 9F32 et txrl pourrait expliquer la plus faible 
quantité de TA mesurée dans les extraits des plantules des deux mutants. Toutefois, 
l'activation importante des réponses de défense porte à croire que 9F32 investit davantage 
d'énergie dans la lutte pour la détoxification et l'évacuation de la TA que simplement bloquer 
l'entrée de la TA ou altérer son transporteur cible comme il est suspecté chez txrl (Scheible et 
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al., 2003). Une mutation causant une altération de la paroi induisant des réponses de défense 
constitutives dont une évacuation de la toxine pourrait expliquer les différents phénotypes du 
mutant. 
3.3 Interaction plante-agent pathogène 
L'infection de plantules 9F32 par l'agent pathogène S. scabies a permis de confirmer que la 
résistance à la TA du mutant lui conférait effectivement un avantage par rapport au type 
sauvage lors de l'infection. Étant donné que le mutant txrl possède une résistance plus élevée 
que celle de 9F32 à la TA et à l'infection par S. scabies, on peut supposer que la résistance à 
l'infection est proportionnelle à la résistance à la toxine dans le cas de ces mutants. 
La comparaison des symptômes causés par les infections effectuées avec les souches EF-35 et 
87-22 de l'espèce S. scabies est également intéressante. L'infection par EF-35 suggère 
l'implication d'auxines par l'aspect gonflé des feuilles et la stimulation de la croissance de 
racines secondaires, bien qu'aucun dosage n'ait été effectué. Par contre, les plantules infectées 
par 87-22 ne présentent aucun signe de stimulation par cette hormone. En résumé, l'auxine, 
qui semble être une part intégrante de l'infection par les souches M13 et EF-35 de S. scabies, 
ainsi que de S. bottroprensis, ne semble pas produite, ou du moins pas en concentration 
similaire, lors de l'interaction avec la souche 87-22. Il est manifeste ici que ces deux souches 
ont un mode d'infection distinct et qu'elles perturbent différemment la croissance végétale en 
usant d'autres armes à leur disposition, en plus de la TA. La lutte contre la gale commune 




Le mutant 9F32 a été isolé dans le cadre d'une étude sur les effets de cette toxine chez les 
plantes (Brochu, 2005). Sa plus grande résistance à la TA lui a valu d'être sélectionné comme 
outil pour étudier le mode d'action de la TA et les mécanismes de défense employés pour la 
contrer. Cette étude a donc caractérisé le phénotype et l'expression transcriptionnelle du 
mutant 9F32 et observé l'impact de sa plus grande tolérance à la TA lors d'une infection avec 
S. scabies. En germination sur différentes concentrations de toxine, il a été mesuré que 9F32 
possède une résistance trois fois plus grande que Col 0. Il a aussi été observé que les 
symptômes découlant de l'action de la TA, tels que le gonflement de l'hypocotyle, l'inhibition 
de la croissance racinaire et la lignification ectopique de l'hypocotyle en sont d'autant réduit 
chez 9F32 en présence de la toxine (Bischoff et al., 2009; Leiner et al., 1996). Un taux 
d'entrée de la toxine significativement inférieur à celui du type sauvage a également été 
mesuré chez 9F32. Un taux similaire est retrouvé chez txrl, un mutant présumé du transport 
de la TA. En l'absence de l'identité de la mutation, aucune association à un mécanisme de 
transport ou à une cible absente ou altérée ne peut être exprimée pour expliquer ce 
phénomène, toutefois, la variété des phénotypes présentés par 9F32 en croissance dans 
différentes conditions porte à croire que cette mutation n'affecte pas uniquement le transport 
de la TA comme c'est le cas pour txrl. L'analyse de l'activité transcriptionnelle de 9F32 a 
montré l'expression basale augmentée de plusieurs gènes de réponse au stress. L'augmentation 
de l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la signalisation de la privation de phosphore 
pourrait être liée aux différents phénotypes observés chez 9F32 tels que sa petite taille, une 
production accrue d'anthocyanines et une altération de la croissance des racines mise en 
évidence en germination à des températures restrictives. L'augmentation de l'expression de 
plusieurs gènes de la voie de réponse de défense de l'acide salicylique est cependant celle qui 
retient le plus l'attention. Cette voie de défense souvent associée à la réponse hypersensible est 
habituellement activée suite à une infection par un agent pathogène biotrophe (Durner et al., 
1997). Si cette voie est effectivement activée constitutivement chez 9F32 il s'agirait d'une 
réponse inhabituelle à un agent hétérotrophe tel que S. scabies. L'expression constitutive de 
79 
cette voie de défense, habituellement non impliquée dans les réponses de défense à la TA 
(Duval et Beaudoin, 2009), pourrait agir comme pré-traitement et prédisposer les plantules à 
résister plus efficacement aux assauts de la TA en stimulant une voie alternative de réponse à 
la toxine. Lors d'un challenge en présence de S. scabies, 9F32 a montré une résistance à 
l'infection supérieure à celle du type sauvage. Ces résultats suggèrent que la résistance à la 
TA, ou la modification induite par la mutation 9F32 occasionnant cette plus grande tolérance à 
la TA, offre un avantage non négligeable au mutant lors de l'infection. La transmission d'un 
tel caractère serait donc avantageuse pour la culture de pomme de terre. 
Naturellement, la suite de ce projet va consister à localiser l'emplacement de la mutation 
9F32. Une nouvelle expérience de séquençage avec la technologie Illumina est en cours à cet 
effet. La localisation de la mutation pourrait fournir des informations cruciales pour élucider le 
mode d'action de la toxine et de sa cible dans la cellule végétale. Tous ces renseignements 
vont permettre de poursuivre l'étude des mécanismes moléculaires d'infections de S. scabies, 
en particulier le mode d'action de la TA, et de mettre sur pied des mesures permettant de 
diminuer l'incidence de la maladie de la gale commune. En effet, l'identification du gène 
contenant la mutation 9F32 pourrait permettre le développement de cultivars de pomme de 




¥ Plantules âgées 10 jours 
YMEA inoculé ou témoin 
Poussé 3 jours 
Figure 22. Montage expérimental des infections 
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ANNEXE II 
Tableau 3. Marqueurs de cartographie 
Position du Type de 
marqueur marqueur 
Amorce F Amorce R Produit Enzyme de Patron Col 0 Patron Ler 
PCR restriction sur gel sur gel 
5005 kb CAPS TGGGCTTTATTGATAGTAATAAAAG 
5206 kb CAPS GCGGCTCTCAAGTTCTTTAGGGTT 
5388 kb CAPS TCAAATACATTGTCAGCCraAAACC 
AGGC 
5401 kb CAPS ACGGCACGGTCTGGTCAATTAT 
5661 kb CAPS TTGTGCAGTAACTTACCGTAGCT 
5879 kb SNP TGGTAACTAGCGATCTGTGTCG 
TTCATCTTTGGCACGTGTGGCTT 339 pb 
C 
CTTGATTCCACCGAAAGGACGA 624 pb 
AC 
GAAGGTGGATTCGGTAGGGTT 403 pb 
TAC 
ACAGGTAGAGAGACCAACATCC 2277 pb 
CA 
CCTGGGAGTTTGAGTTTGTTGG 226 pb 
GT 
TCATATCACTAACAAAGTGCGT 99 pb 





624 pb 424 + 200 pb 
374 + 29 pb 403 pb 
2277 pb 2101 +175 pb 
226 pb 205 + 21 pb 
Aucune Détection par qPCR 
5958 kb SSLP 
(PAT 1,2) 
CSTGCTTCATCATTGCCC AGCTGAAGCTCGCCACC variable Aucune 706 pb 606 pb 
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ANNEXE III 
Tableau 4. Liste des amorces utilisées lors du séquençage 454 Roche 
1-F ATCTGGTGGTTCAATCCTCGGT 






4-R CTA AACTG C A AC ACC A AG CC A ACC 








8-F AG AGG AGCAGTAG C AATACACG AC 
8-R CGCTGGAATTGAATGAATCGGTGG 
9-F CCAG CCTT G CC ACTGTTAC AA A 
9-R AGGAATGGATGACGGGAAGGGTAT 
10-F CCAGAAGGTAAAGTCCCAGTTGTG 
10-R TGTAT CG AAACCATACG CCCAACC 
11-F CTATCAGTCCACCTTGTAGCCAGT 
11-R GATCGGCACTCGACAGGTATAGAT 








16-F CGCAGGT CG CTT AG C AC AT AAA 
16-R GCAATTTCGTAGCCCATCTGGA 
17-F GTTT GTT G CGTT G AC AG AT AG CCG 







21-F G CTGT G ATTT GAG CG ACCG AAA 
21-R CTTGCATTGTGGGCGGGAATAA 






24-F GTC ACG CTT CC AT C ACCT ACTT C A 
24-R GGGAACGACTGTGGAATTGGTAGA 
25-F AGGTCCCACACTTG ATT ACACC 
25-R CTATGCAGGAAACGAGAAACCTCC 
26-F TAG CTAG G CGT C A AC A A ACCC A 





Tableau 5. Séquençage de l'intervalle de recherche 
Gènes Séquençage massif position Séquençage individuel 
16530 manque à .dans sériel iritron 5402305 
intergénique manque t dans série 5402693 manque t dans série 
manque a dans série 5402975 manque a dans série 
16540 . > T> . • i.' .IV •••' •, .N 
intergénique manque adans série 5405187 manque a dans série 
manque ca devant série - UTR 5' 
16550 ! 
16560 maricfiîë^aCdevant série » UTR 5' 5406918 
manqye'&tdevant série - intron 
manque ^ dans série - UTR 5' (inv.) 5411196 manque t dans série - UTR 5' (inv.) 
intergénique manque a dans série 5412283 manque a dans série 
manque t dans série 5413915 manque t dans série 
trou 11 pb 
5417511-





intergénique manque a dans série 5420419 manque a dans série 
16570 manquât dans série - UTR 5* (inv.) 5424563 manque t dans série - UTR 5' (inv.) 
16580 manqué tdaris série-jntron 5427380 manque t dans série - intron 
intergénique trou 338 pb 
5429279-







16590 insertion - UTR 3' 
5434037-
5434038 insertion - UTR 3' 
insertion £ UTR 3' 
5434057-
5434058 insertion - UTR 3' 
16600 manque t.dans série - intron 5438561 manque t dans série - intron 
manque a clans série - intron 5438563 manque a dans série - intron 
intergénique manq^idàns série 5440259 manque t dans série 
série 
5441846-
5441850 manque 41 dans série 
t^ii^^pj^idoublemènt séquence 5442516-
5442648 
trou 132 pb - doublement séquence 
génomique 
5442676-












Séquençage massif position Séquençage individuel 
roànq<fe¥datl^série 
'1* "/"V 
5448138 manque t dans série 
GAP à partir UTR 3'630 
jusqu'à début 650 
V 
5459494 GAP à Dartir UTR 3' 630 - 1238 ob 
4,3 kb 
5463799 GAP 2 UTR + intereéniaue - 648 ob 
tdanssérie 5467064 manque t dans série 
16680 
16690 
manq#^ idans série - intron du UTR 
, , ,  1 ,  
5473238 manque a dans série - intron du UTR 





GAP à partir intergénique 
jusqu'à fin 715 
















GAP à partir 830 





intergénique -U y -







manque 2 a dans serie 
5502576 
3,0 kb 
5543644 UTR + inter 
5548794-






Série* a manaue aet anres série a ntergenique 
16910 
5566101 
5566102 insertion intergenique 
5566466 
5566530 trou de 64 pb 

















Séquenç : massif 
GAP à partir de l'ATG 
seq de 1139 pb avec 2 insertions 
seq de 582 pb avec 2 snp + 1 a de 
série manquant 
jusqu'à UTR 5' 990 (inv.) 
trou de 194 pb - exon 
„ i  
série*- intron 
position Séquençage individuel 
GAP intergénique + 3' UTR (inv.) -
528^j> 
GAP entre 2 UTR-319 ob 
GAP entre 2 UTR - 1139 Db 
GAP entre 2 UTR - 1365 pb - seq 582 






manque 2 a dans série - intron 
intergénique 
17020 
17030 GAP à partir UTR 5' 030 
5594317-
5594552 trou 235 pb 
5603170 
17040 4,3 kb 




' . 1 1 ; * - . r  rw&raK 
17080 ^ -
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5630389 trou 410 Db intergénique 
17125 
5634902 
5635311 trou 409 pb intergénique 
manque a dans série 5635586 
t dans série 5636613 
7 30 
7140 
7 50 5638868 
10,0 kb 17160 
17165 
GAP à partir dernier exon (inv.) 
seq 846 pb ok 
seq 585 pb 1 insertion + a manque 
dans série 
trou intron - 605 pb 
GAP 5'UTR (inv.) + intergénique - 230 
3b 




5651263 esdet ntergénique 
5651352 
S, • >•*' 7 80 
17190 





GAP 5'UTR (inv.) jusqu'à intergénique 
1105 pb 
manque a dans série 
manque ttg entre 2 séries de t 
manque a dans série 
manque a dans série - UTR 3 
manque t dans série - intron 
41 mésappariement (manque ou insertion) 
10 trous (petits) 




42,1 kb non couverts 
La coloration des colonnes représentant le séquençage dans le tableau illustre la continuité du 
séquençage. Du blanc signifie une région non couverte par le séquençage et une couleur plus pâle 
représente un manque dans la couverture dans une région non codante. 
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ANNEXE V 
Tableau 6. Gènes dont l'expression varie de 2 fois ou plus (FC > 2) avec une valeur 
prédictive inférieure ou égale à 0,05 (P < 0,05) chez 9F32. 





263515 at AT2G21640 Unknown, marker for oxidative stress response -2,62 8,8E-06 
263402_at AT2G04050 MATE efflux family protein -2,17 2,5E-04 
26323 lat AT1G05680 
UGT74E2, URID1NE DIPHOSPHATE 
GLYCOSYLTRANSFERASE 
-1,78 2,7E-03 
245532_at AT4G15110 CYP97B3, CYTOCHROME P450 -1,72 3,6E-04 
248434 at AT5G51440 HSP20-like chaperones superfamily protein -1,69 7,4E-04 
256940_at AT3G30720 QQS, QUA-QU1NE STARCH -1,48 4.4E-05 
251791 at AT3G55500 EXP16, EXPANSIN 16 -1,47 l,5E-03 
25968! at ATIG77760 NRI, NITRATE REDUCTASE 1 -1,45 4.4E-06 
26741 l_at AT2G34930 Disease résistance family protein, / LRR family -1,26 6,2E-03 
254931 at AT4G11460 CRK30, CYSTEINE-RICH RLK 30 -1,22 6.9E-04 
254043_at AT4G25990 Chloroplast import apparatus CIA2-like -1,21 3.0E-03 
254410 at AT4G21410 CRK29, CYSTEINE-RICH RLK 29 -1,10 2,9E-03 
252265 at AT3G49620 D1N11, DARK INDUC1BLE 11 -1,10 2,3E-02 
259672_at AT 1G68990 MGP3, MALE GAMETOPHYTE DEFECTIVE 3 -1,10 5JE-04 
253203_at AT4G34710 ADC2, ARGININE DECARBOXYLASE 2 -1,07 2,0E-04 
247218_at AT5G65010 ASN2,ASPARAGINE SYNTHETASE 2 -1,06 I.3E-03 
247478_at AT5G62360 Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily protein -1,05 1,7E-03 
246525_at AT5G15840 CONSTANS -1,05 I.8E-03 
264014_at AT2G21210 Putative auxin-regulated protein -1,03 1,1E-02 
261481 _at ATI G14260 R1NG/FYVE/PHD zinc fïnger superfamily protein -1,02 1.9E-04 
267305_at AT2G30070 KT1, KUP1, POTASSIUM TRANSPORTER 1 -1,02 2JE-04 
266578_at AT2G23910 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein 1,00 3,8E-03 
252592_at AT3G45640 MPK3, MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 3 1,00 3,1 E-04 
254729_at AT4G13700 PAP23,PURPLE ACID PHOSPHATASE 23 1,00 1.3E-02 
25427 l_at AT4G23150 CRK7, CYSTEINE-RICH RLK 7 1,00 4,6E-03 
250688_at AT5G06510 NF-YA10, "NUCLEAR FACTOR y ,  SUBUNIT A10" 1,01 1,0E-03 
256454_at AT1G75280 Isoflavone reductase 1,01 9,0E-04 
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266778_at AT2G29090 CYP707A2, CYTOCHROME P450 1,01 2,lE-02 
258792_at AT3G04640 Glycine-rich protein 1,01 3,2E-02 
248467_at AT5G50800 SWEET13, Nodulin MtN3 family protein 1,01 l,3E-02 
265698_at AT2G32160 
Hypothetical S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases 
superfamily protein 
1,01 3,3E-03 
255753_at ATI G18570 MYB51 1,01 1,9E-02 
25923 lat AT3G11410 PP2CA, PROTEIN PHOSPHATASE 2CA 1,01 8,2E-04 
265913 at AT2G25625 P- glucanase 1,02 1,0E-03 
264616_at AT2G17740 Cysteine/Histidine-rich Cl domain family protein 1,02 3,4E-03 
265387_at AT2G20670 Unknown protein 1,02 3,2E-03 
259385_at ATI G13470 Hypothetical protein 1,02 l,7E-03 
250464_at AT5G10040 Hypothetical protein 1,02 1,9E-02 
257076_at AT3G19680 Unknown protein 1,03 1,0E-03 
264000 at AT2G22500 DIC1, DICARBOXYLATE CARRIER 1 1,03 3,2E-02 
249264 at AT5G4I740 Disease résistance protein-like (TIR-NBS-LRR) 1,03 2,5E-03 
252123 at AT3G51240 Flavanone 3-hydroxylase (FH3) 1,03 2,6E-03 
25818 l_at AT3G21670 Major facilitator superfamily protein 1,04 2.0E-02 
253999_at AT4G26200 
ACS7, 1 -AMINO-CYCLOPROPANE-1 -CARBOXYLATE 
SYNTHASE 7 
1,04 1,1E-02 
266993_at AT2G39210 Major facilitator superfamily protein 1,04 1,9E-02 
263478_at AT2G31880 Putative LRR transmembrane protein 1,04 1,6E-03 
246884_at AT5G26220 ChaC-like family protein 1,05 2,1 E-02 
258932_at AT3G10150 PAP16, purple acid phosphatase 16 1,05 l,0E-02 
248625_at AT5G48880 PKT1,2, PEROXISOMAL 3-KETO-ACYL-COA THIOLASE 1,2 1,05 9,6E-04 
253284_at AT4G34150 Calcium-dependent lipid-binding family protein 1,05 3,2E-04 
251221 at AT3G62550 Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily protein 1,06 9.6E-05 
259418_at AT1G02390 GPAT2, GLYCEROL-3-PHOSPHATE ACYLTRANSFERASE 2 1,06 6.0E-03 
263168_at AT1G03020 Thioredoxin superfamily protein 1,06 1.5E-03 
245038_at AT2G26560 PLP2, PHOSPHOLIPASE 2A 1,06 1,4E-02 
256766_at AT3G22231 PCC1, PATHOGEN AND CIRCAD1AN CONTROLLED1 1,07 1,5 E-02 
254153_at AT4G24450 PWD, "PHOSPHOGLUCAN WATER D1KINASE", 1,07 3,9E-02 
24896 l_at AT5G45650 Subtilase family protein 1,08 1,1E-03 
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264%8_at AT1G67360 Rubber elongation factor family protein 1,08 2,9E-03 
258203 at AT3G13950 Hypothetical protein 1,08 8,0E-03 
264379 at AT2G25200 Hypothetical protein 1,09 2,0E-03 
259550_at AT1G35230 AGP5, ARABINOGALACTAN PROTEIN 5 1,09 1,6E-04 
251400_at AT3G60420 Phosphoglycerate mutase family protein 1,09 8,5E-04 
266184_at AT2G38940 PHT1 ;4, PHOSPHATE TRANSPORTER 1 ;4 1,09 3,0E-02 
247684 at AT5G59670 Leucine-rich repeat protein kinase family protein 1,10 1,9E-03 
259766_at AT1G64360 Unknown protein - response to oxidative stress 1,10 l,9E-02 
248327 at AT5G52750 Heavy métal transport/detoxifïcation superfamily protein 1,10 l,5E-02 
252977 at AT4G38560 PEARLI 4, phospholipase-like protein family 1,10 2,5E-03 
261658 at AT IG50040 Similar to 1MP dehydrogenase/GMP reductase 1,10 7,7E-04 
248770 at AT5G47740 Adenine nucleotide a-hydrolase-like superfamily protein 1,11 4.0E-02 
255549_at AT4G01950 Proteins with glycerol-3-phosphate acyltransferase activity. 1,11 4.8E-03 
263553 at AT2G16430 PAP10, purple acid phosphatase 10 1,11 4,0E-03 
252888_at AT4G39210 APL3, glucose-1-phosphate adenylyltransferase 1,11 2,4E-03 
260046 at AT1G73805 SARD1, SAR DEFICIENT 1 1,12 3,9E-03 
252377_at AT3G47960 Major facilitator superfamily protein 1,12 l,7E-03 
250794_at AT5G05270 Chalcone-flavanone isomerase family protein 1,13 2,3E-03 
260804_at AT1G78410 VQ motif-containing protein - response to oxidative stress 1,13 8,9E-03 
248686_at AT5G48540 Receptor-like protein kinase-related family protein 1,14 7,8E-04 
251039_at AT5G02020 SIS, SALT INDUCED SERINE R1CH U4 2,2E-05 
249417_at AT5G39670 Calcium-binding EF-hand family protein 1,15 1,2E-02 
261339 at AT1G35710 Protein kinase family protein with LRR domain 1,15 1,6E-03 
254975__at AT4G10500 
Putative Fe(Il)/ascorbate oxidase SRGl protein, 2-oxoglutarate 
(20G) and Fe(II)-dependent oxygenase superfamily protein 
1,16 5,1 E-04 





267343_at AT2G44260 Plant protein of unknown function (DUF946) 1,17 2,9E-02 
246926_at AT5G25240 Putative protein, similar to NHL repeat-containing protein 1,18 7,5 E-04 
250942_at AT5G03350 Legume lectin family protein 1,18 5,2E-03 
267546_at AT2G32680 RLP23, RECEPTOR L1KE PROTEIN 23 1,18 l,4E-04 
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24972 l_at AT5G24655 RESPONSE TO LOW SULFUR 4 (LSU4) 1,18 2,5E-02 
262374 at ATIG72910 Flax rust résistance protein 1,18 2,0E-03 
265597_at AT2G20142 Toll-Interleukin-Resistance domain family protein 1,18 8,6E-03 
249918 at AT5G19240 Glycoprotein membrane precursor GPl-anchored 1,20 5,0E-03 
266385_at AT2G146I0 PRl,PATHOGENESIS-RELATED GENE 1 1,20 3,7E-02 
257947_at AT3G21720 Glyoxylate cycle enzyme isocitrate lyase (1CL) 1,21 6,5E-03 
253915 at AT4G27280 Calcium-binding EF-hand family protein 1,21 1.1E-02 
245082_at AT2G23270 Hypothetical protein 1,22 4,6E-03 
25423 l_at AT4G23810 WRK.Y53 1,22 2,6E-02 
252984_at AT4G37990 CAD-B2, CINNAMYL-ALCOHOL DEHYDROGENASE B2 1,22 4,2E-02 
262177_at ATIG74710 1SOCHORISMATE SYNTHASE 1 1,23 6,2E-03 
255595_at AT4G01700 Chitinase family protein 1,23 1,0E-02 
257540_at AT3G2I520 DUF679 domain membrane protein 1 (DMP1) 1,23 2,9E-03 
246993_at AT5G67450 ZF1,ZINC-F1NGER PROTEIN 1,23 3,4E-03 
256596_at AT3G28540 
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily 
protein 
1,23 5.6E-04 
245265_at AT4G14400 ACD6, ACCELERATED CELL DEATH 1,24 6,8E-03 
258537_at AT3G04210 Disease résistance protein (T1R-NBS class) 1,26 1,1E-02 
264434_at AT IG10340 Ankyrin repeat family protein 1,26 l,5E-03 
267024_at AT2G29870 Putative aquaporin 1,26 2,0E-02 
261956_at AT1G64590 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein 1,27 2,9E-02 
262l28_at AT1G52690 Late embryogenesis-abundant protein 1,28 5,5E-03 
254948_at AT4G11000 Ankyrin repeat family protein 1,28 3,7E-04 
254524_at AT4G20000 VQ motif-containing protein 1,29 4,0E-03 
251625_at AT3G57260 
BG2, PR2, BETA-1,3-GLUCANASE 2, PATHOGENES1S-
RELATED PROTEIN 2 
1,29 5,2E-03 
260904_at AT1G02450 NIMIN1 1,29 l,3E-03 
254111 at AT4G24890 PAP24, PURPLE AC1D PHOSPHATASE 24 1,30 4,2E-02 
259133_at AT3G05400 Sugar transporter 1,31 1,1 E-02 
261984 at AT1G33760 
Encodes a member of the DREB subfamily A-4 of ERF/AP2 
transcription factor family 
1,32 3,5E-03 
250796_at AT5G05300 Putative protein 1,32 l,5E-02 
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262050_at AT1G80130 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein 1,33 1,9E-03 
247949 at AT5G57220 CYP8IF2, CYTOCHROME P450 1,33 2,5E-03 
260919 at ATIG21520 Hypothetical protein, response to oxidative stress 1,35 1,4E-02 
260225 at AT1G74590 GSTU10, GLUTATHIONE S-TRANSFERASE TAU 10 1,35 1,3E-02 
245757_at AT1G35140 Phosphate-induced (phi-1 ) protein 1,35 1,1E-03 
255795__at AT2G33380 RD20, CLO-3.CALEOSIN 3, RESPONSIVE TO DESSICATION 20 1,37 8,0E-03 
254255_at AT4G23220 CRK14, CYSTEINE-RICH RLK. 14 1,37 l,8E-03 
245119 at AT2G41640 Glycosyltransferase family 61 protein 1,37 5,2E-03 
265091 at AT1G03495 
HXXXD-type acyl-transferase family protein, similar to Anthocyanin 
5-aromatic acyltransferase 
1,39 6,4E-04 
252346„at AT3G48650 (expressed) Pseudogene 1,40 1,2E-02 
262875_at AT1G64970 y-tocopherol methyltransferase 1,41 2,3E-04 
253485 at AT4G31800 WRKY18 1,41 2,6E-03 
252334_at AT3G48850 Mitochondrial phosphate transporter 1,42 l,5E-02 
251705_at AT3G56400 WRKY70 1,42 l,6E-03 
262644_at AT1G62710 BETAVPE, BETA VACUOLAR PROCESSING ENZYME 1,42 3.0E-03 
258947_at AT3G01830 Calcium-binding EF-hand family protein 1,42 1,2E-02 
249765_at AT5G24030 SLAH3, SLAC1 HOMOLOGUE 3 1,43 6,5E-04 
264636 at AT1G65490 Hypothetical protein 1,43 9,0E-04 
260399_at AT1G72520 LOX4, LIPOXYGENASE 4 1,43 1,1E-02 
267389_at AT2G44460 BGLU28, BETA GLUCOS1DASE 28 1,44 3,6E-02 
256526 at ATI G66090 Disease résistance protein (T1R-NBS class) 1,44 6,4E-03 
254256_at AT4G23180 CRK.10, CYSTEINE-RICH RLK 10, 1,45 2.8E-04 
252006_at AT3G52820 PAP22, PURPLE ACID PHOSPHATASE 22 1,45 2,6E-03 
253181 at AT4G35180 LHT7, LYS/HIS TRANSPORTER 7 1,45 4,7E-03 
245866_at ATIG57980 Nucleotide-sugar transporter family protein 1,45 3,3E-04 
249752_at AT5G24660 LSU2, RESPONSE TO LOW SULFUR 2 1,47 3,4E-02 
260568_at AT2G43570 Endochitinase isolog 1,47 5,1 E-03 
254832 at AT4G12490 LTP, protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein 1,47 1,1E-04 
254543_at AT4G19810 CHIC, CLASS V CHITINASE 1,47 3,0E-02 
261443_at ATIG28480 GRX480, a member of the glutaredoxin family 1,48 4,4E-03 
257061 at AT3G18250 Putative membrane lipoprotein 1,48 4,0E-03 
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249890 at AT5G22570 WRKY38 1,49 2,0E-03 
247602_at AT5G60900 RLK1, RECEPTOR-L1KE PROTEIN KINASE 1 1,49 2,2E-04 
254265_at AT4G23140 CYSTEINE-RICH RECEPTOR-L1KE PROTEIN KINASE 1,50 2,7E-03 
266292_at AT2G29350 SAG13, SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 13 1,51 3,5E-03 
245627 at AT1G56600 GOLS2, GALACTINOL SYNTHASE 2 1,52 1,6E-02 




262229_at AT1G68620 a/p-Hydrolases superfamily protein 1,54 l,4E-03 
257382_at AT2G40750 WRKY54 1,55 1,7E-02 
264866 at AT1G24140 Matrixin family protein 1,57 4,9E-03 
250798 at AT5G05340 Peroxidase superfamily protein 1,58 1,4E-02 
261221 at ATI G19960 T ransmembrane receptor 1,60 4,5E-03 
246293_at AT3G56710 SIB1, SIGMA FACTOR BIND1NG PROTEIN 1 1,61 7,5E-03 
249465_at AT5G39720 AIG2L, AVIRULENCE INDUCED GENE 2 LIKE PROTEIN 1,62 8,4E-03 
250286 at AT5G13320 
GDG 1, A VRPPHB SUSCEPTIBLE 3, GH3-LIKE DEFENSE GENE 
1 
1,63 2.3E-03 
252549_at AT3G45860 CRK4,CYSTEINE-RICH RLK 4 1,64 l,8E-04 
254283__at AT4G22870 
anthocyanidin synthase - like protein putative leucoanthocyanidin 
dioxygenase 
1,64 1,7E-04 
249774_at AT5G24150 SQE5.SQUALENE MONOOXYGENASE 5 1,64 1,1E-02 
246777_at AT5G27420 CNI1, Carbon/Nitrogen Insensitivel ( ATL31) 1,65 6,8E-03 
264958_at AT1G76960 Unknown protein 1,67 1,1 E-02 
248169_at AT5G54610 ANK, ANKYRIN 1,67 2,1 E-03 
245329_at AT4G14365 XBAT34, XB3 ORTHOLOG 4 1,68 2,2E-03 
260408_at AT1G69880 TH8, THIOREDOXIN H-TYPE 8 1,70 9,0E-03 
267436_at AT2G19190 FRK1.FLG22-INDUCED RLK 1 1,70 3.0E-04 
26043 5_at AT1G68320 MYB62, MYB DOMAIN PROTEIN 62 1,72 6,9E-04 
259428_at ATI GO 1560 MPK11, MAP KINASE 11 1,76 2,0E-03 
267646_at AT2G32830 PHTI;5, PHOSPHATE TRANSPORTER I;5 1,78 7.4E-04 
264648_at AT 1G09080 BIP3, BINDING PROTEIN 3 1,79 4,8E-04 
256012_at ATI G19250 FMOI, FLAVIN-DEPENDENT MONOOXYGENASE 1 1,83 l,0E-02 
245567_at AT4G14630 GLP9, GERMIN-L1KE PROTEIN 9 1,87 2,4E-02 
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HIPP22, HEAVY METAL ASSOCIATED ISOPRENYLATED 
PLANT PROTEIN 22 
1,88 3,2E-04 
250445 at AT5G10760 Aspartyl protease family protein 1,89 l,7E-03 
265837_at AT2G14560 
LURPI, LATE UPREGULATED IN RESPONSE TO 
HYALOPERONOSPORA PARASITICA 
1,92 5.5E-03 
263584__at AT2G17040 NAC036, NAC DOMAIN CONTA1N1NG PROTEIN 36 1,92 1,1E-03 
265170_at AT1G23730 BCA3, BETA CARBONIC ANHYDRASE 3 1,93 1,0E-02 
250091 at AT5G17340 Putative membrane lipoprotein 1,93 4, l E -02 
250083__at AT5G17220 GST26, GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 26 2,13 4,7E-04 
258983_at AT3G08860 PYD4, PYRIMIDINE 4, fi-alanine aminotransferase activity 2,19 l,5E-03 
249215_at AT5G42800 DFR, DIHYDROFLAVONOL 4-REDUCTASE 2,20 2,1 E-04 
266743_at AT2G02990 RNS1, R1BONUCLEASE 1 2,24 3,9E-02 
248322_at AT5G52760 Copper transport protein family 2,25 3,4E-04 
249454_at AT5G39520 Expressed protein 2,25 1,4E-03 
252269_at AT3G49580 LSU1,RESPONSE TO LOW SULFUR 1 2,26 l,2E-02 
253301 at AT4G33720 CAP superfamily protein 2,30 l,5E-02 
250983_at AT5G02780 GSTL1,GLUTATHIONE TRANSFERASE LAMBDA 1 2,31 7,8E-03 
266070_at AT2G18660 PNP-A, PLANT NATRIURETIC PEPTIDE A 2,34 4,9E-02 
264635_at AT1G65500 Unknown protein 2,36 9,4E-04 
260405_at ATIG69930 GSTUI1, GLUTATHIONE S-TRANSFERASE TAU 11 2,45 3,3E-02 
260140_at AT1G66390 PAP2, MYB90, PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT 2 2,67 5,6E-03 
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Figure 23. Gènes de la voie des stress biotiques. Changements d'expression en log 2 des 
gènes associés au stress biotique. Distribution par annotation fonctionnelle des gènes, 
dont l'expression varie de plus de deux fois chez 9F32 selon l'analyse par micro-puces 
Affymetrix, qui sont impliqués dans la réponse au stress biotique par le logiciel Mapman. 
Les gènes représentés en rouge ont une expression augmentée et les gènes représentés en 
bleu ont une expression diminuée. 
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